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Les nanosciences et nanotechnologies ont connu un essor fulgurant ces dernières décennies. 

Le terme « nano » fait référence à l’échelle du nanomètre (10
-9

 m). Réduire les dimensions 

d’un objet jusqu’à l’échelle nanométrique (il est alors appelé nano-objet) peut permettre 

l’apparition de propriétés nouvelles. Les nanosciences s’intéressent à ces nouvelles propriétés 

ainsi qu’aux interactions entre ces nano-objets et leur environnement. Les nanotechnologies, 

quant à elles, ont pour objectif de mettre en application les concepts et les procédés obtenus 

par les nanosciences. Depuis le discours du physicien Richard Feynman prédisant «There’s 

plenty at the bottom »
1
 (il y a plein de choses en bas, sous entendu à découvrir), en 1959, les 

nanotechnologies se sont développées et diversifiées. Bien que beaucoup d’applications soient 

encore à réaliser, des progrès remarquables ont déjà été constatés, que ce soit dans le domaine 

de l’électronique, de l’industrie, de l’environnement ou de la médecine. L’intérêt des 

industriels et des scientifiques pour les nanotechnologies s’est amplifié, parallèlement aux 

moyens matériels et financiers permettant leur développement. 

Les nanotechnologies semblent avoir pris pied dans notre vie quotidienne. A l’heure actuelle, 

on recense à travers le monde plus d’un millier de produits affichant contenir des nano-objets, 

et il en existe probablement beaucoup plus, car il n’y a pas de réglementation spécifique 

concernant les nano-objets. Cette absence de transparence des produits contenant des nano-

objets inquiète certains consommateurs, d’autant plus que les études concernant les effets sur 

la santé humaine et l’environnement ne permettent pas de dire de manière précise quels 

risques font courir ces nano-ojets. Peut-être est-ce dû également au contexte marqué par les 

scandales liés à l’amiante et aux inquiétudes et débats suscités par les Organismes 

Génétiquement Modifiés. Quoi qu’il en soit, on observe une certaine méfiance de la 

population vis-à-vis des nanotechnologies, comme l’indiquaient les réponses collectées lors 

du débat national sur les nanotechnologies, en 2009
2
. 

Une demande conjointe des associations telle que France Nature Environnement et des 

scientifiques a permis la création d’une table ronde dédiée aux nanotechnologies lors du 

Grenelle de l’Environnement, en 2007, ce qui a donné lieu à un rapport. De plus, les lois 

Grenelle 1
3
 et Grenelle 2

4
, votées respectivement en 2009 (celle-ci a été publiée au Journal 

Officiel le 24 avril 2011) et 2010 suite au rapport du Grenelle de l’Environnement de 2007, 

prévoient d’obliger les industriels à déclarer à l’autorité administrative les substances 

                                                 
1
 Site http://www.zyvex.com/nanotech/feynman.html, consulté en ligne le 20 juillet 2011 

2
 Site http://debatpublic-nano.org/informer/bilan_debat.html, consulté en ligne le 20 juillet 2011 

3
 Site http://www.legrenelle-environnement.fr/IMG/pdf/hors-serie_loi_grenelle_1.pdf , consulté en ligne le 

20 juillet 2011 
4
 Site http://www.legrenelle-environnement.fr/Presentation-de-la-loi-Grenelle-2.html, consulté en ligne le 20 

juillet 2011 
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nanométriques qu’ils fabriquent, importent ou mettent sur le marché et à en informer le public 

et les consommateurs. De même, en application du Règlement Européen sur les Produits 

Cosmétiques, les nanomatériaux présents dans les cosmétiques devront être mentionnés sur 

les étiquettes à partir de 2013, donnant ainsi une meilleure visibilité des nano-objets dans les 

produits de consommation. 

En parallèle de ces différentes lois sur les nano-objets, les études scientifiques se poursuivent 

pour essayer d’anticiper l’impact du développement des nanotechnologies sur la santé 

humaine et l’environnement et établir des règles d’utilisation. Cette tâche s’avère complexe, 

car il existe toutes sortes de nano-objets : en effet, un nano-objet ne se définit pas seulement 

par sa taille, mais également par d’autres paramètres physicochimiques tels que sa forme, sa 

réactivité de surface, sa composition chimique... Ces paramètres sont susceptibles, eux aussi, 

de modifier les propriétés du nano-objet. Et si cela intéresse les industriels qui souhaitent des 

nano-objets aux propriétés suffisamment variées pour être adaptés à leurs besoins, cela 

complique la tâche du toxicologue qui doit multiplier le nombre d’études pour une évaluation 

globale des effets biologiques des nanobjets. Car le fait que les propriétés des nano-objets qui 

intéressent les industriels varient peut également vouloir dire que les effets biologiques des 

nano-objets varient eux aussi. De plus, les tests biologiques utilisés pour évaluer la toxicité de 

substances chimiques peuvent se révéler non adaptés aux nano-objets, en raison des propriétés 

particulières de ces derniers, ce qui oblige les toxicologues à choisir leurs tests avec 

précaution ou à en utiliser plusieurs pour vérifier leurs résultats. Enfin, les nano-objets 

peuvent entrer en contact avec les humains ou l’environnement lors de plusieurs étapes de 

leur cycle de vie, mais, pour l’instant, peu d’études ont permis de quantifier ces expositions, 

ce qui rend difficile une évaluation du risque encouru par l’Homme du fait des nano-objets. 

 

Dans ce travail, nous avons choisi de nous intéresser au dioxyde de titane (TiO2). Après avoir 

longtemps été utilisé en tant que particule de taille micrométrique pour ses propriétés optiques 

et d’adsorption des rayons ultraviolets, il est de plus en plus synthétisé en tant que 

nanoparticule (NP, nano-objet ayant 3 dimensions nanométriques) ou nanotube (nano-objet 

ayant 2 dimensions nanométriques), car un nano-objet de TiO2 dispose de propriétés nouvelles 

et originales par rapport aux particules de TiO2 de taille micrométrique. Cependant, le TiO2 

nanométrique (NP ou nanotube) peut être à l’origine d’effets biologiques indésirables [1]. En 

particulier, le TiO2 nanométrique est de plus en plus utilisé dans les implants orthopédiques, 

dentaires ou cardiaques [2-4]. Or, les études à long terme sur les prothèses de genou ou de 
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hanche montrent un descellement
5
 des prothèses utilisant du TiO2 micrométrique [5]. Ceci est 

dû à une dégradation de la matrice extracellulaire en contact avec les prothèses, et pose le 

problème de la biocompatibilité à long terme du TiO2, et du TiO2 nanométrique en particulier. 

Un tel phénomène de dégradation de la matrice extracellulaire a également été observé dans 

des poumons de souris exposées à des NP de TiO2 [6]. 14 jours après l’administration initiale 

de NP de TiO2, les auteurs ont observé une rupture des cloisons alvéolaires, une apoptose des 

cellules épithéliales, ainsi qu’un élargissement des alvéoles pulmonaires, trait caractéristique 

d’un emphysème pulmonaire [6]. Ces effets de dégradation de la matrice sont importants, car 

ils peuvent perturber le bon fonctionnement du poumon. Cependant, les mécanismes 

aboutissant à ces phénomènes, en particulier dans le poumon, n’ont pas été décrits. 

 

Les Matrix metalloproteases (MMP) et leurs inhibiteurs, les Tissue Inhibitors of Matrix 

Metalloproteases (TIMP) jouent un rôle important dans l’homéostasie du poumon. En 

particulier, une surexpression de la collagénase interstitielle MMP-1 chez des cellules 

épithéliales alvéolaires a été démontrée comme étant impliquée dans la perte de l’intégrité 

alvéolaire [7]. De plus, les études ont montré une augmentation de l’expression et de l’activité 

de la MMP-1 sur des cellules épithéliales alvéolaires humaines après exposition à des 

particules diesel [8]. Ce résultat a également été observé sur des cellules épithéliales 

bronchiques humaines [9]. Il est donc possible que les dégradations de la matrice 

extracellulaire observées après une exposition au TiO2 soient liées à une surexpression de la 

MMP-1. 

 

Plusieurs paramètres physicochimiques du TiO2 sont susceptibles de moduler ses effets [1]. 

Parmi ces paramètres, on cite la taille, la forme, ou encore la variété cristalline, mais il en 

existe d’autres, comme les propriétés de surface. En revanche, aucune étude n’a encore 

permis de montrer si un de ces facteurs était principalement responsable des effets du TiO2, 

car les études qui ont été réalisées portent, en général, sur des nano-objets de TiO2 ayant 

plusieurs paramètres physicochimiques différents. Il est, de fait, difficile d’évaluer la part 

exacte de chaque paramètre physicochimique dans les effets biologiques observés. 

 

Notre hypothèse est que, au vu des données de la littérature, les NP de TiO2 peuvent participer 

à un remodelage matriciel via l’induction de la MMP-1, mais elles peuvent également 

                                                 
5
 Apparition d’une mobilité anormale entre la prothèse et l’os au niveau duquel elle est ancrée 



Introduction générale 

5 

 

aggraver un remodelage matriciel déjà existant, par exemple dans un contexte de pathologie 

associée au remodelage matriciel, comme l’emphysème pulmonaire. 

 

L’objectif de cette thèse est donc triple : 

 Examiner les effets de NP de TiO2 en termes d’induction de la MMP-1 dans un modèle 

expérimental de lignée cellulaire de fibroblastes pulmonaires fœtaux humains. Les 

fibroblastes sont en effet un type cellulaire sécrétant la MMP-1 [10], et ils sont 

impliqués dans le remodelage matriciel [11]. De plus, étant donné que les nano-objets 

sont capables de passer de la lumière des alvéoles pulmonaires vers la circulation 

sanguine [12, 13], il est à envisager qu’il existe un passage interstitiel des NP de TiO2 

vers les fibroblastes suite à une exposition à ces NP par inhalation. 

 

 Evaluer la capacité du TiO2 à moduler le remodelage matriciel dans un contexte 

d’emphysème pulmonaire déjà existant. Nous avons choisi d’administrer des NP de 

TiO2 par instillation intratrachéale dans un modèle expérimental d’emphysème, chez le 

rat. 

 

 Déterminer s’il existe un ou plusieurs facteurs physicochimiques déterminant ces 

effets biologiques. Pour ce faire, nous avons utilisé plusieurs particules de 

caractéristiques physicochimiques différentes : taille, composition chimique (TiO2 et 

Noir de Carbone NC), forme (sphérique et bâton), variété cristalline (anatase et rutile). 

 

Le présent document est constitué de 4 parties. Dans une première partie, est présenté un état 

actuel de la littérature définissant les nanotechnologies, le TiO2 et ses effets biologiques, puis 

les MMP et leur rôle dans le remodelage de la matrice extracellulaire, à la fois en situation 

physiologique et pathologique. La deuxième partie présente les différentes techniques 

utilisées dans cette étude, ainsi que les modèles cellulaires et animaux mis en œuvre dans ce 

travail. Les résultats de cette étude sont présentés sous forme de deux articles et font l’objet de 

la troisième partie : tout d’abord, les conséquences de l’exposition aux NP de TiO2 sur 

l’expression de la MMP-1, sur une lignée cellulaire de fibroblastes pulmonaires humains sont 

étudiées. Ces effets seront comparés à ceux d’un type de TiO2 de taille micrométrique et d’un 

type de NP de NC. Ensuite, sont présentés les résultats d’une étude de l’effet d’une NP de 

TiO2 sur un modèle in vivo d’emphysème provoqué par l’instillation d’élastase sur des rats, en 
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comparant ces effets à ceux induits par une NP de NC. La quatrième partie est une discussion 

sur l’ensemble des résultats, suivie d’une conclusion générale et de perspectives. 

Ces travaux de thèse ont été réalisés sous la direction du Pr Jean-Claude Pairon et du Dr 

Sophie Lanone, dans l’équipe 4 de l’unité 955 de l’INSERM (Institut National de la Santé et 

de la Recherche Médicale), dirigée par le Dr Jorge Boczkowski, à la faculté de médecine de 

l’Université Paris Est Créteil. Cette thèse a bénéficié d’une bourse du Ministère de la 

Recherche, via l’Ecole Doctorale Agriculture Biologie Environnement Santé (ABIES).
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1) Nano-objets : Généralités 

1.1) Les nano-objets 

1.1.1) Définition 

La première définition que l’on a donnée aux nano-objets concernait exclusivement leur taille. 

On caractérisait les nano-objets par au moins l’une de leurs dimensions inférieure à 100 nm, 

sans précision quant à la composition chimique, la forme ou la réactivité de l’objet.  

A mesure que les études sur les effets biologiques des nano-objets avançaient, il est apparu 

qu’une définition plus précise et plus spécifique des nano-objets s’imposait, définition qui ne 

prendrait plus seulement en compte la taille des objets, mais également leur surface 

spécifique. Aussi, en décembre 2010, le Scientific Committee on Emerging and Newly 

Identified Health Risks (SCENIHR), qui se réunit tous les ans à la demande de la Commission 

Européenne, a donné les conclusions suivantes concernant des caractéristiques des nano-

objets et une nouvelle proposition de définition
6
 :  

 

 Les propriétés physiques et chimiques des matériaux peuvent changer avec leur taille, 

mais il n’existe pas de taille minimale ou maximale qui puisse être associée à ces 

changements pour tous les nano-objets. 

 

 La taille est le meilleur moyen de définir tous les nano-objets.  

 

Le SCENIHR a donc recommandé de définir un nano-objet comme ayant : 

 

 Une taille comprise entre 1 et 100 nm pour au moins une dimension. 

 

 Une dimension comprise entre 1 et 100 nm pour au moins 0.15% des composants du 

matériau. 

 

 Une surface spécifique en volume supérieure à 60 m²/cm³. 

 

La surface spécifique représente la surface réelle d’un objet, par opposition à la surface 

apparente. Elle représente la surface qu’occuperait un gramme de cet objet si cette surface 

                                                 
6
 Site http://ec.europa.eu/health/scientific_committees/emerging/docs/scenihr_o_032.pdf, consulté en ligne 

le 19 juillet 2011 
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était entièrement développée. Elle rend ainsi compte de la surface totale du nano-objet en 

contact avec l’extérieur, qui peut être différente de la surface apparente de l’objet (Figure 1.1). 

Elle s’exprime en m²/g. 

 

 

Figure 1.1: surface spécifique d'un matériau non plan.  
En haut, le matériau non plan et sa surface apparente (surface occupée par le matériau) a². En bas, le 

matériau aplati et sa surface spécifique (la surface qu’il occupe alors), qui est supérieure à la surface 

apparente
7
. 

Une autre manière d’exprimer la surface spécifique d’un objet consiste à la rapporter au 

volume total de l’objet, au lieu de sa masse (on parle alors de surface spécifique « en 

volume », exprimée en m²/cm
3
). Cette surface spécifique exprimée en volume s’obtient en 

divisant la surface spécifique de l’objet exprimée par unité de masse par sa densité, qu’on 

suppose égale à celle du même objet à l’échelle non nanométrique. Cette façon d’exprimer la 

surface spécifique présente l’avantage d’être indépendante de la densité du matériau, et d’être 

donc comparable entre des objets de compositions chimiques différentes. 

 

On peut voir que la proposition de définition du SCENHIR (qui n’a pas été adoptée à l’heure 

actuelle), même si elle tient compte de plus de paramètres que la taille des objets, est 

susceptible de regrouper des objets de composition, taille, forme… très différents. 

 

Un nano-objet est appelé un nanofeuillet s’il dispose d’une dimension nanométrique 

(exemple : graphite), un nanotube si 2 de ses dimensions sont nanométriques  (exemple : les 

nanotubes de carbone) et une nanoparticule (NP) si ses 3 dimensions sont nanométriques 

(exemple : nanoparticule d’or). 

 

 

                                                 
7
 Tiré de http://fr.wikipedia.org/wiki/Surface_sp%C3%A9cifique, consulté en ligne le 19 juillet 2011 
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1.1.2) Origine des nano-objets 

On distingue plusieurs types d’origine pour les nano-objets : 

 

 Les nano-objets d’origine naturelle : ils sont produits par différents phénomènes dont 

la condensation de gaz dans l’atmosphère, mais aussi l’activité volcanique, les feux, 

les marées, l’érosion… 

 

 Les nano-objets d’origine anthropique, produits du fait des activités humaines. Ces 

nano-objets peuvent eux-mêmes être divisés en 2 catégories :  

 Les nano-objets d’origine non intentionnelle : ils peuvent être générés par la 

combustion des moteurs, les industries, les procédés métallurgiques… 

 

 Les nano-objets manufacturés, produits intentionnellement pour être utilisés. La 

présente étude traitera plus spécifiquement de ce type de nano-objets. 

 

1.1.3) Propriétés des nano-objets 

La réactivité chimique des nano-objets est susceptible d’être fortement modifiée lorsqu’ils 

sont comparés à leurs pendants de taille micrométrique ou supérieure. 

Le nombre d’atomes en surface du nano-objet est fortement supérieur à l’état nanométrique 

comparé à l’état micrométrique. Comme on peut le voir sur la Figure 1.2, la proportion 

d’atomes à la surface augmente fortement lorsque le diamètre de l’objet diminue, en 

particulier en dessous de 100 nm. Or, ce sont principalement les atomes présents en surface 

qui interagissent avec l’environnement du nano-objet lors de réactions chimiques. L’énergie 

d’activation (quantité d’énergie à apporter à un composé pour provoquer une réaction 

chimique), croît lorsque la taille diminue. C’est également le cas de la surface spécifique. La 

réactivité chimique, qui dépend de ces propriétés, augmente donc lorsque la taille des objets 

diminue. 
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Figure 1.2 : rapport surface/volume (en bleu) et fraction des molécules présentes à la 

surface de la particule (en rouge) en fonction du diamètre de la particule (pour une 

particule sphérique). 
A la fois le rapport surface/volume et la fraction des molécules présentes à la surface augmentent lorsque la taille 

de la particule diminuent. Adapté de [14]. 

 

Ceci peut expliquer que l’or, inerte à l’échelle micrométrique, soit réactif à l’échelle du 

nanomètre [15]. 

 

1.1.4) Applications présentes et futures  

 Premier secteur à s’approprier le nanomonde, l’électronique cherche à repousser 

toujours plus loin la taille de ses composants élémentaires : les transistors. La barre 

des 100 nanomètres étant franchie depuis 2002, les ingénieurs sont à présent 

confrontés à toutes les difficultés inhérentes à l’utilisation d’objets aux propriétés plus 

quantiques que physiques (« fuite » des particules de leur transistor, par exemple)
8
. 

 

 Avec un marché mondial estimé à 340 milliards de dollars d’ici 2015, d’après une 

étude de la Commission Européenne
9
, les nanomatériaux (matériaux comportant des 

nano-objets) regroupent des secteurs comme l’aéronautique, l’automobile ou l’espace. 

                                                 
8
 Site internet http://www.cnano-paca.fr/index.php?option=com_content&view=article&id=49&Itemid=76 

9
Site internet ftp://ftp.cordis.europa.eu/pub/nanotechnology/docs/nanoarticle_hullmann_nov2006.pdf, 

consulté en ligne le 12 août 2011 

ftp://ftp.cordis.europa.eu/pub/nanotechnology/docs/nanoarticle_hullmann_nov2006.pdf
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Les débouchés potentiels sont nombreux, même si peu de prototypes peuvent encore 

espérer s’imposer sur le marché. Résistance à la traction à l’aide d’argile 

nanométrique, imperméabilité au gaz plus importante du nanocomposite à base de 

polyamide et d’argile, béton autonettoyant et dépolluant grâce au TiO2  nanométrique, 

aérogels superisolants… sont des exemples de propriétés, envisagées ou bien déjà 

réalisées, que peuvent avoir les nanomatériaux. 

 

 Bien qu’encore très largement au stade expérimental, la nanomédecine a un énorme 

potentiel devant elle. Il existe, à l’heure actuelle, plusieurs nanomédicaments 

commercialisés, principalement dans le domaine de la cancérologie, même si d’autres 

domaines sont ciblés. Par exemple, on peut citer la délivrance de substances actives 

via l’enrobage dans des nanocapsules pour un meilleur ciblage des cellules à traiter, la 

visualisation de tumeurs rendue possible grâce à des nanoparticules d’oxyde de fer, 

des diagnostics plus précoces et précis [16]. 

 

 Les applications liées à l’environnement ne sont pas en reste : sont envisagées des 

applications telles qu’augmenter l’autonomie des voitures électriques grâce à des 

nanoparticules de phosphate de fer lithié (meilleur conducteur que le cobalt 

actuellement utilisé), retenir les médicaments grâce à des membranes de filtration 

d’eaux usées contenant des nanoparticules, ou encore d’ajouter du TiO2 dans des 

cellules solaires pour accroître leur efficacité [17]. 

 

 Enfin, et bien qu’il soit difficile de savoir ce qu’il en est exactement, la Défense 

investit lourdement dans le secteur des nanotechnologies. En 2010, le ministère de la  

Défense américain a reçu plus d’un quart (soit environ 436 millions de dollars) du 

budget alloué par le gouvernement américain aux nanotechnologies. L’arsenal 

nanotechnologique serait, à terme, très diversifié : caméras multispectrales, lasers, 

détecteurs chimiques, blindages et armures n’en sont que des exemples. 

 

1.2) Le Dioxyde de Titane 

1.2.1) Généralités 

Le TiO2 est un oxyde métallique, et le 9
ème

 composant le plus abondant dans la croûte 

terrestre. Il est présent sous forme amorphe (les différents atomes le composant ne forment 
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pas de figure particulière) ainsi que sous 3 principales formes tétragonales de paramètres de 

maille différents : le rutile (le plus présent sur Terre, Figure 1.3), l’anatase (Figure 1.4) et le 

brookite.  

On trouve le TiO2 dans la nature sous forme de rutile pur (95%), ou bien d’illénite, un 

mélange de FeTiO3 et de TiO2. On peut également récupérer du TiO2 presque pur dans les 

scories d’illénite (illénite dont on a extrait le fer). 

Le TiO2 a été découvert en 1791 en Angleterre, mais son exploitation commerciale en temps 

que composé pur n’a commencé qu’en 1913. A l’époque, la purification du TiO2 

micrométrique se faisait par fusion, mais en 1918 ce procédé fut remplacé par le « procédé au 

sulfate », une digestion par l’acide sulfurique à chaud. En 1958, un procédé supplémentaire, 

appelé « procédé au chlore », fut introduit, dans lequel le TiO2 était extrait à l’aide de 

dichlore, à chaud. 

 

                     

Figure 1.3 : cristallographie du rutile
10

. Figure 1.4: cristallographie de l'anatase
10

. 

 

Il existe de plus différents procédés permettant de synthétiser du TiO2 nanométrique, comme 

par exemple le procédé sol-gel, qui consiste en une suite de polymérisations/hydrolyses à 

partir d’un précurseur inorganique. On peut également citer le procédé sol, qui consiste en une 

série de réactions non hydrolytiques entre un précurseur de chlorure de titane et des molécules 

                                                 
10

  Site internet http://staff.aist.go.jp/nomura-k/english/itscgallary-e.htm, consulté en ligne le  11 août 2011 
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donneuses d’oxygène, ou encore un procédé par oxydation directe de titane pur. Le choix du 

procédé de fabrication ainsi que les conditions de production comme la nature du précurseur 

ou les conditions de température peuvent donner lieu à du TiO2 de caractéristiques 

physicochimiques différentes [18]. 

 

1.2.2) Principales caractéristiques et applications 

Une des caractéristiques intéressantes pour les industriels du TiO2 est sa couleur. Cette 

couleur dépend de la taille du TiO2 : à l’état massif, il est incolore, et à l’échelle 

micrométrique, blanc. La raison est que le TiO2 n’absorbe presque pas de lumière incidente 

dans la région visible du spectre. Cette lumière est soit transmise soit réfractée. S’il y a, dans 

un cristal massif de TiO2, assez de lumière transmise pour que le cristal apparaisse 

transparent, en revanche, à l’échelle micrométrique, presque toute la lumière est réfléchie par 

les interfaces entre cristaux, ce qui donne à la poudre sa couleur blanche.  

Une autre des caractéristiques intéressantes du TiO2 est son fort indice de réfraction. Pour une 

longueur d’onde de 590 nm, l’indice de réfraction du rutile est de 2.7, celui de l’anatase est de 

2.55 (par comparaison, celui du diamant est de 2.45). Cet indice fait du TiO2 le pigment blanc 

le plus opaque parmi ceux disponibles. 

Enfin, il a la propriété d’adsorber les rayons UV. 

 

Du fait de ces propriétés, on peut trouver différents champs d’applications pour le TiO2, 

micrométrique tout d’abord puis nanométrique à présent :  

 

 Comme pigment : un peu moins de 4 millions de tonnes de TiO2 sont consommés 

dans le monde chaque année. Son indice de réfraction et sa blancheur font qu’il est 

utilisé dans les peintures, revêtements, plastiques, encres… comme pigment [19]. Il 

entre également, pour la même raison, dans la composition de médicaments et 

dentifrices. Enfin, le TiO2 est un colorant alimentaire, le E171
11

. 

 

 Dans les écrans solaires : le TiO2 est beaucoup utilisé dans l’industrie cosmétique 

comme pigment mais aussi comme écran solaire, du fait de son indice de réfraction et 

de ses propriétés d’absorption d’UV. Le TiO2 est, à l’heure actuelle, utilisé dans 

presque toutes les crèmes solaires, car les absorbeurs d’UV minéraux (à base de TiO2 

                                                 
11

 Site internet http://www.efsa.europa.eu/fr/scdocs/doc/frsum_afc_titanium_dioxide.pdf1.pdf, consulté en 
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ou d’oxyde de zinc) entraînent moins de problèmes de photoallergie que les 

absorbeurs d’UV chimiques. De plus, le TiO2 nanométrique est plus intéressant que le 

TiO2 micrométrique pour les crèmes solaires car il laisse moins de traces sur la peau 

[20]. 

 

 Dans les implants biologiques: le TiO2 micrométrique a longtemps été considéré 

comme un matériau inerte, ce qui en faisait un bon composant des implants 

biologiques [3]. De plus, la présence de TiO2 nanométrique dans les implants 

biologiques permet d’augmenter la prolifération et la différenciation cellulaire, ce qui 

augmente la biocompatibilité de l’implant comparé aux implants contenant du TiO2 

micrométrique [3]. 

 

 Comme photocatalyste : les UV adsorbés à la surface du TiO2 nanométrique 

permettent d’oxyder l’eau en O2 et H2 (phénomène connu sous le nom d’effet Honda 

Fujishima, découvert en 1967 par Akira Fujishima [21]). Il peut également oxyder 

l’oxygène ou la matière organique, ce qui fait qu’il est également incorporé dans les 

peintures, ciments (Figure 1.5) ou fenêtres pour ses propriétés autonettoyantes, 

bactéricides ou désodorisantes.  

 

 

 

Figure 1.5 : église du Jubilée à Rome, contenant du TiO2 nanométrique dans son 

ciment
12

. 
Le TiO2 nanométrique est, dans ce cas, utilisé pour ses propriétés autonettoyantes. 

 

On estime la production actuelle mondiale de TiO2 à 4 millions de tonnes, dont une quantité 

pour l’instant assez faible (de l’ordre  de quelques % de la quantité totale de TiO2 produit) de 
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TiO2 nanométrique. Ceci est principalement dû au coût élevé de fabrication du TiO2 

nanométrique (plus de 170 $/ kg contre 2 $/kg pour le TiO2 micrométrique) et les prévisions 

indiquent que cette quantité va croître très rapidement dans le futur, du fait des propriétés 

physicochimiques du TiO2 nanométrique, plus intéressantes que celles du TiO2  

micrométrique [22]. 

 

1.3) Le Noir de Carbone 

1.3.1) Généralités 

Le NC est constitué presque exclusivement (>98%) de carbone élémentaire amorphe, le plus 

souvent présent sous la forme de particules sphériques agrégées. Initialement produit en Chine 

par combustion incomplète dans des lampes à huile (noir de fumée), et destiné à fournir le 

pigment noir de l'encre de Chine, il est utilisé depuis 1912 pour renforcer le caoutchouc des 

pneumatiques. 

Il existe de nombreuses qualités de NC, en fonction des matières premières utilisées, des 

conditions de combustion et de décomposition thermique. 

Le NC est produit principalement par combustion incomplète de résidus pétroliers lourds 

selon le procédé Oil Furnace Black. La réaction a lieu dans un four dans lequel est brûlé du 

gaz naturel en présence d'un excès d'air. Le NC est contenu dans les gaz de combustion.  

La production actuelle de NC, à la fois micrométrique et nanométrique, dépassait les 8 

millions de tonnes en 2009
13

. 

 

1.3.2) Principales caractéristiques et applications 

La couleur noire caractéristique du NC dépend de nombreux facteurs physicochimiques, 

comme la taille des particules, leur état d’agglomération ou encore leur dispersion. En 

général, la couleur est plus intense lorsque le diamètre diminue. 

Le NC dispose, à l’état brut, d’une conductivité comprise entre 10
-1

 et 10
2 

Ω/cm, ce qui en fait 

un bon conducteur. La forme agrégée peut acquérir une structure encore plus conductrice. 

 

Ces propriétés peuvent donner lieu à différentes applications du NC :  
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 Pigment : en plus de son utilisation dans les encres de Chine, le NC est actuellement 

incorporé dans les encres d’imprimerie (journaux, imprimantes), mais aussi les 

peintures (pour automobile par exemple), ou les laques. 

 

 Agent de renforcement : principalement dans les pneumatiques, le NC apporte de la 

résistance à l’usure. Les NC nanométriques apportent de la dureté, les NC 

micrométriques conservent la souplesse du caoutchouc. 

 

 Agent conducteur : Les noirs de carbone conducteurs sont utilisés dans les piles 

électriques salines, les câbles souterrains de haut voltage, les plastiques et caoutchoucs 

conducteurs (abaissement de la conductivité de 4000 à quelques Ω/cm)….
14

 

 

1.4) Propriétés physicochimiques des nano-objets à visée industrielle 

La taille n’est pas la seule caractéristique physicochimique qui intéresse les industriels 

concernant les nano-objets. D’autres caractéristiques peuvent avoir une influence sur les 

propriétés réactionnelles des nano-objets et sont donc susceptibles d’intéresser les industriels, 

comme par exemple :  

 

 La forme : les propriétés photocatalytiques du TiO2 peuvent se trouver modifiées 

par sa forme, les nanotubes de TiO2 présentant de meilleures propriétés que les NP 

de TiO2 [23]. 

 

 La variété cristalline : toutes les différentes variétés cristallines (pour les NP 

ayant plusieurs variétés cristallines possibles) ne disposent pas des mêmes 

propriétés. Pour le TiO2, il a été démontré que l’anatase avait le plus d’activité 

photocatalytique [24]. 

 

 La surface spécifique : à taille équivalente, une surface spécifique plus élevée 

peut permettre d’augmenter la réactivité chimique des nano-objets, par exemple en 

augmentant leurs propriétés mécaniques [25]. 
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 La chimie de surface : la nature et l’arrangement des atomes présents à la surface 

des nano-objets peuvent modifier leurs propriétés. Par exemple, l’oxydation du 

TiO2 peut améliorer sa dureté comme sa porosité [26]. 

 

 La composition chimique : non seulement des nano-objets de compositions 

chimiques différentes n’ont pas les mêmes propriétés, mais des assemblages de 

différents nano-objets n’ont pas les mêmes propriétés selon le pourcentage des 

différents composants. Par exemple, des copolymères de NP de poly(lactide-co-

glycolide) et de polyéthylène glycol vont montrer une biocompatibilité supérieure 

comparée aux NP de poly(lactide-co-glycolide) seules [27]. 

 

 L’état d’agglomération/d’agrégation des nano-objets : les nano-objets soumis 

aux forces de Van der Waals, électrostatiques ou aux tensions de surface, tendent à 

s’agglomérer [28]. Les nano-objets forment des agglomérats lorsqu’ils sont reliés 

par des liaisons faibles, et des agrégats lorsqu’ils sont reliés par des liaisons fortes. 

La taille de ces agglomérats/agrégats peut influer sur les propriétés 

physicochimiques des nano-objets ; par exemple, les propriétés photocatalytiques 

du TiO2 sont moins importantes quand son état d’agglomération/agrégation 

augmente [29]. 

 

 Le traitement de surface : le traitement de surface des nano-objets est également 

susceptible de modifier leurs propriétés. Par exemple, le fait de greffer (coater) 

des NP de magnétite superparamagnétique avec du polyéthylèneglycol permet 

d’améliorer leur internalisation par plusieurs types cellulaires, et donc d’accroître 

leurs applications biomédicales [30]. 

 

Ces paramètres, qui peuvent modifier les propriétés des nano-objets, sont également 

susceptibles de modifier leurs effets biologiques. Il faut cependant souligner que ces 

différentes propriétés ne sont pas forcément indépendantes les unes des autres, et qu’il est, de 

ce fait, difficile d’évaluer l’influence exacte de chaque paramètre physicochimique sur les 

effets que peuvent avoir les nano-objets. 
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1.5) Voies potentielles de pénétration dans l’organisme 

L’être humain peut rentrer en contact avec les nano-objets à différents moments de la vie de 

ceux-ci, que ce soit dans le contexte professionnel, environnemental ou de consommation. On 

peut voir dans la Figure 1.6 que l’exposition est susceptible de varier en fonction du stade du 

cycle de vie du nano-objet : au stade de fabrication, les travailleurs sont les plus susceptibles 

d’être exposés, alors qu’au stade de distribution et de commercialisation, les consommateurs 

peuvent également être exposés. L’exposition peut également avoir lieu en fin de vie du nano-

objet, en particulier s’il y a dégradation du produit. Enfin, à tous les stades de vie du nano-

objet existe la possibilité qu’il contamine l’environnement. Ainsi, pour le même nano-objet, le 

nombre de personnes exposées ainsi que les modalités de l’exposition sont des paramètres qui 

peuvent énormément varier.  

 

 

Figure 1.6 : mises en contact possibles d'humains avec des nanomatériaux. 
En plus des expositions directes, les nanomatériaux sont susceptibles de contaminer l’environnement et d’entrer 

en contact avec la population via l’air, les aliments ou l’eau. Adapté de
15

. 

 

Très peu d’études se sont intéressées au cycle de vie des nano-objets. Une étude à ce sujet a 

cependant été réalisée par Wijnhoven et coll. [31] au sujet du nano-argent. Elle recense les 

données existantes et manquantes pour maîtriser le risque lié au nano-argent, à la fois pour 

l’Homme et pour l’environnement. Elle explique que, bien que de nombreuses études aient 

porté sur l’argent, seul un petit nombre a porté sur le nano-argent. Or, du fait de ses nombreux 
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domaines d’applications (textiles, cosmétiques, agroalimentaire…) le nano-argent a de fortes 

probabilités de se retrouver dans l’environnement, en particulier aqueux. De plus, l’étude 

souligne le manque de données concernant le suivi du nano-argent entre son émission et le 

moment où il entre en contact avec l’environnement. Cette étude montre que beaucoup de 

travail reste à faire afin de connaître le risque lié aux autres nano-objets. 

 

Toutefois, de plus en plus d’études ont été réalisées à propos de l’exposition de l’organisme 

aux nano-objets. Il existe en effet plusieurs types d’exposition qui seront détaillées par la 

suite : l’exposition par ingestion, l’exposition cutanée, l’exposition intraveineuse et 

l’exposition respiratoire. 

 

1.5.1) Exposition par ingestion 

L’être humain peut être exposé aux nano-objets par le tractus gastro-intestinal en portant la 

main à la bouche après avoir touché une surface contaminée, en léchant une surface 

contaminée ou bien en mangeant de la nourriture contenant des nano-objets (comme du TiO2 

lorsqu’il est utilisé comme colorant alimentaire). L’exposition peut également résulter de la 

déglutition du mucus d’origine bronchique sur lequel des nano-objets se sont déposés après 

inhalation. 

 

Les objets de taille micro ou nanométrique peuvent intégrer l’organisme à partir du tractus 

gastro-intestinal par diffusion ou, s’ils sont plus gros, par un mécanisme appelé persorption 

(les objets passent entre les cellules qui composent les villosités intestinales), et se retrouvent 

dans les systèmes lymphatique et sanguin [32]. Plusieurs études ont montré que les objets de 

taille nano et micrométrique étaient également absorbés via les plaques de Peyer (agrégats de 

follicules lymphoïdes), bien que ces dernières ne représentent qu’une faible proportion de la 

surface totale de l’intestin. L’absorption peut également avoir lieu via les entérocytes 

intestinaux [33]. Il est à noter que l’absorption de nano-objets peut dépendre de leurs 

caractéristiques physicochimiques : en particulier la charge, car il a été démontré que des 

particules chargées positivement étaient mieux absorbées que les particules neutres ou 

chargées négativement [33]. La taille peut également jouer dans l’absorption, les nano-objets 

plus petits étant mieux absorbés [34]. 

 

Concernant le TiO2 plus spécifiquement, Wang et coll. ont démontré chez des souris que le 

TiO2 nanométrique comme micrométrique était capable d’intégrer l’organisme via le tractus 
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gastro-intestinal. Les animaux ont reçu une dose de 5 g/kg par gavage et, 2 semaines plus tard, 

les auteurs ont observé du TiO2 dans différents organes comme le foie, la rate, les poumons ou 

les reins, démontrant la translocation
16

 des NP, vers la circulation sanguine, et ce de façon 

plus importante que les particules de TiO2 de taille micrométrique [35]. Cependant, la dose 

utilisée est extrêmement élevée, et il est peu probable que la dose d’exposition humaine au 

TiO2 par voie orale atteigne 5 g/kg. 

 

1.5.2) Exposition cutanée 

La peau de l’être humain est susceptible d’entrer en contact avec des nano-objets du fait, en 

particulier, de leur présence dans les cosmétiques (en particulier pour les NP de TiO2 ou 

d’oxyde de zinc, ZnO). Les travailleurs peuvent également être exposés par voie dermique 

lors de la fabrication ou de l’emballage des nano-objets.  

 

De plus en plus d’études s’intéressent au passage de NP, en particulier les NP de TiO2, à 

travers la peau. Beaucoup montrent une translocation des NP de TiO2 faible ou absente à 

travers une peau saine, à la fois in vitro ou in vivo [36-38]. En revanche, les études indiquent 

des résultats contradictoires concernant la translocation de NP de TiO2 à travers une peau 

lésée : certaines démontrent qu’il n’y a pas de translocation [36] mais ce n’est pas le cas d’ 

une étude de Wu et coll. [39]. Celle-ci conclut à une absence de translocation de NP de TiO2 à 

travers un modèle in vitro de peau lésée d’oreille de porc isolée ; de plus, les NP de TiO2 

directement appliquées sur des oreilles de porc dans un modèle in vivo ne sont pas retrouvées 

au niveau de la couche dermale. Cependant, les auteurs observent une translocation des 

particules de TiO2 appliquées sur des souris sans poils pendant 60 jours, car ces particules de 

TiO2 (de taille micrométrique et nanométrique, et de variétés cristallines différentes) sont 

retrouvées dans différents organes comme le foie ou le cœur. Cette étude a fait l’objet de 

critiques, en particulier parce que les niveaux élevés de TiO2 chez les groupes contrôles et une 

imprécision dans le protocole de l’étude laissaient penser que les animaux avaient pu être 

exposés aux particules de TiO2 par voie orale en même temps que dermique. 

En plus d’un passage direct via les cellules des différentes couches de la peau, il est possible 

que les NP de TiO2 puissent également franchir la peau au niveau des follicules pileux. 

Lademann et coll. ont démontré que c’était le cas pour les particules de TiO2 de taille 

micrométrique [40]. 
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D’autres études semblent obtenir des résultats similaires concernant la faible pénétration de 

NP de ZnO à travers la peau, pour conclure que, pour l’instant du moins, l’utilisation de 

crèmes solaires reste indispensable, étant donné les effets bénéfiques avérés de la 

photoprotection [41]. 

 

1.5.3) Exposition intraveineuse 

L’être humain peut être amené, à l’avenir, à se trouver en contact avec les nano-objets lors 

d’une exposition intraveineuse, en particulier lors d’une prise de nanomédicaments. 

A l’heure actuelle il existe plusieurs nanomédicaments avec une voie d’administration 

intraveineuse. Ils ont une demi-vie dans le sang pouvant aller de 1 à 63 heures [42]. Un des 

objectifs majeurs des recherches actuelles en ce qui concerne les nanomédicaments consiste à 

augmenter encore cette demi-vie, de manière à prolonger leur effet, mais aussi d’améliorer 

leur biodistribution ou de limiter leurs interactions non spécifiques avec leur environnement. 

Différentes propriétés physicochimiques des NP peuvent améliorer leur comportement dans 

l’organisme :  

 

 Leur taille : la taille des NP peut avoir un impact important sur leur adsorption sur les 

protéines, les NP les plus petites étant moins adsorbées, ce qui augmente leur demi-vie 

[43]. 

 

 La composition du cœur du médicament : une étude de Shenoy et coll. [44] montre 

une meilleure biodistribution d’une NP composée de poly (β-amino ester) comparée à 

la polycaprolactone. 

 

 Leur charge : une étude a démontré que des micelles contenant des groupements 

tyrosine-glutamine, de charge négative, avaient une distribution dans le foie très 

inférieure aux micelles contenant des groupements tyrosine, de charge neutre [45]. 

 

 Leur traitement de surface : les NP contenant à leur surface du polyéthylène glycol 

semblent plus appropriées pour un usage médicamenteux car ces derniers réduisent les 

interactions non spécifiques avec les protéines [42]. 
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1.5.4) Exposition respiratoire 

1.5.4.1) Dépôt 

L’exposition aux nano-objets par inhalation peut avoir lieu sur leur site de fabrication, ou bien 

lors de la dégradation de produits en contenant.  

La plupart des données concernant les mécanismes de dépôt des nano-objets proviennent des 

études qui ont été faites sur les particules atmosphériques. 

 

Une fois inhalées, les particules atmosphériques peuvent être exhalées ou bien se déposer 

dans les différents compartiments de l’appareil respiratoire à cause de différents phénomènes :  

 

 La sédimentation, du fait de la gravité. 

 

 L’impaction : certaines particules, lorsqu’elles atteignent une courbe dans les voies 

aériennes, ne suivent pas l’écoulement de l’air et viennent heurter la surface dans leur 

trajectoire, parfois en y adhérant.  

 

 L’interception, qui correspond au dépôt d’une particule lorsqu’elle rentre en contact 

avec une paroi. 

 

 La diffusion, due aux mouvements browniens des particules. 

 

 Les interactions électrostatiques, dans le cas de particules chargées. 

 

En ce qui concerne les nano-objets, leur dépôt se fait principalement via le phénomène de 

diffusion, car la plupart des phénomènes de déposition des particules plus larges ne 

s’appliquent pas à eux du fait de leur petite taille. Il est cependant à noter que les nano-objets 

peuvent être soumis à des phénomènes de coagulation
17

  ce qui peut augmenter leur taille et 

donc les rendre sensibles à l’ensemble des phénomènes de dépôt décrits pour les particules 

plus grosses.  

Le dépôt peut avoir lieu à différents endroits du tractus respiratoire, en fonction de la taille des 

objets inhalés. 
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Figure 1.7 : dépôt prédit de particules inhalées de différentes tailles par respiration orale 

ou nasale, en considérant les particules comme sphériques et non agglomérées. 
Le dépôt au niveau alvéolaire est maximal pour des particules d’environ 10 nm, à 50% du total de particules 

inhalées. Adapté de [46]. 

 

On peut voir sur la Figure 1.7 que, d’après le modèle prédictif utilisé pour construire cette 

figure, le dépôt des particules au niveau alvéolaire varie entre 0 et 50% du total de particules 

inhalées, le maximum étant atteint pour un diamètre de 20 nm. 

 

1.5.4.2) Devenir des nano-objets déposés 

Le devenir des nano-objets déposés dans le poumon est variable. Il existe différents systèmes 

biologiques visant à épurer le tractus respiratoire des débris cellulaires ou des nano-objets 

déposés. La clairance
18

 des nano-objets repose sur deux types de 

phénomènes complémentaires : une translocation physique et une épuration chimique. 

Cependant les mécanismes de clairance impliqués sont différents selon les régions de 

déposition des nano-objets, comme on le voit sur le Tableau 1.1. 
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 Région 

nasale 
Région 

trachéobronchique 
Région 

alvéolaire 

Processus physiques    

Mouvement mucociliaire x x  

Phagocytose des macrophages  x x 

Endocytose des cellules épithéliales x x x 

Translocation interstitielle  x x 

Drainage lymphatique  x  

Passage dans la circulation sanguine   x 

Passage dans les neurones sensoriels x x  

    

Processus chimiques    

Dissolution (particules solubles) x x x 

Lixiviation
19 x x x 

Liaison aux protéines x x x 

Tableau 1.1 : description et localisation des mécanismes de clairance de particules 

sphériques inhalées dans le tractus respiratoire.  
x : phénomène existant dans la région indiquée. Adapté de [47]. 

 

Dans la région alvéolaire, le principal mécanisme de clairance des particules solides non 

solubles, quelle que soit leur taille, est la clairance par les macrophages alvéolaires, qui 

phagocytent ces particules. Ces macrophages sont recrutés par des facteurs chémotactiques 

sécrétés par les cellules présentes au niveau du site de dépôt des particules [48]. Une fois les 

particules internalisées, les macrophages se dirigent vers la région mucociliaire et vers le haut 

du tractus respiratoire. L’efficacité de cette clairance, dans les alvéoles, dépend de la capacité 

des macrophages à repérer le site de dépôt des particules et à les internaliser, ce dernier 

paramètre dépendant de la taille et la forme des particules. En effet, les NP sont très peu 

internalisées par les macrophages comparées aux particules plus grosses [49, 50]. En ce qui 

concerne les particules de TiO2, une étude a démontré que des NP de TiO2 inhalées de 20 nm 

de diamètre n’étaient presque pas internalisées par les macrophages alvéolaires [51]. De plus, 

il a été démontré que les objets de type fibreux, comme les nanotubes de carbone, sont 

beaucoup moins internalisés que les particules sphériques [52], et que la longueur de ces 

nanotubes influait sur leur internalisation, les nanotubes de moins de 1 µm de long étant plus 

internalisés [53].  
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Les nano-objets qui ne sont pas internalisés par les macrophages alvéolaires peuvent rester 

dans les alvéoles, mais également être transloqués dans l’épithélium ou la circulation sanguine 

(Figure 1.8) [47]. Les nano-objets sont donc susceptibles, du fait de leur translocation, de se 

retrouver au contact de nombreux types cellulaires composant le poumon, comme les 

fibroblastes. Ces derniers sont localisés à la base des cellules épithéliales, lesquelles sont 

elles-mêmes en contact avec la lumière des alvéoles. De plus, il a été démontré que certaines 

NP de carbone étaient transloquées depuis les fosses nasales jusqu’aux bulbes olfactifs en 

passant par les nerfs olfactifs [54]. Il est cependant à noter que ces dernières expériences ont 

été réalisées chez le rat, chez lequel la fosse nasale occupe une surface 10 fois supérieure à 

celle de l’Homme. Il faut donc prendre avec précaution ces résultats dans le contexte d’une 

exposition humaine. 

 

 

Figure 1.8 : mécanismes de devenir des particules solides inhalées dans et hors du 

tractus respiratoire. 
En dehors de l’escalier mucociliaire, des passages existent vers la circulation sanguine, l’intersitium ou les 

neurones sensoriels. Adapté de [47]. 
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Ces différents mécanismes aident à comprendre pourquoi on peut retrouver des traces de NP 

au niveau systémique et dans différents organes comme les ganglions lymphatiques, le foie, le 

cœur ou les reins après une exposition respiratoire à des NP (instillation intratrachéale ou 

inhalation) [12, 55]. En revanche, les résultats des études se révèlent plus controversés chez 

l’Homme : certaines études montrent que les NP peuvent se retrouver dans la circulation 

sanguine après inhalation et atteindre d’autres organes [13], mais d’autres n’observent pas de 

tel passage [56]. 

 

Bien que l’être humain puisse être amené à entrer en contact avec les nano-objets par toutes 

les voies d’exposition étudiées, la voie respiratoire est à la fois probablement la plus 

importante et la mieux documentée à l’heure actuelle. 

 

2) Toxicité pulmonaire des NP de TiO2 et de NC chez l’Homme 

La toxicité pulmonaire chez l’Homme des NP de TiO2 comme de NC peut s’observer à 

plusieurs niveaux. Les études épidémiologiques recensent les effets qui ont déjà été observés 

chez l’Homme. Les études in vitro permettent d’observer des phénomènes à l’échelle du type 

cellulaire, et les études in vivo permettent d’obtenir des résultats à l’échelle de l’animal.  

 

2.1) Etudes épidémiologiques 

2.1.1) Etudes épidémiologiques et TiO2 

Peu d’études concernant les effets du TiO2, à l’échelle nanométrique ont été menées chez 

l’Homme à l’heure actuelle. En effet, il existe des études épidémiologiques réalisées 

concernant les effets du TiO2, la plupart d’entre elles étant réalisées sur des travailleurs dans 

des usines de fabrication de TiO2. Cependant, aucune de ces études ne mentionne les 

dimensions du TiO2 concerné, ce qui laisse supposer, vu le faible nombre d’usines fabriquant 

du TiO2 nanométrique [22], que le TiO2 étudié est de taille micrométrique. Les auteurs de 

l’une d’elles ont observé un dépôt de TiO2 dans les poumons des travailleurs, associé à une 

fibrose pulmonaire [57]. Dans une autre étude, un épaississement pleural a été observé chez 

des personnes travaillant dans une usine de TiO2, mais ce résultat a fait l’objet de critiques car 

les travailleurs étaient également exposés à l’amiante [58]. En ce qui concerne le risque de 

cancers, une étude a rapporté une association entre exposition au TiO2 et cancer de la vessie 

[59], mais une autre n’a pas trouvé d’association entre cancer du poumon et exposition au 

TiO2 [60]. Enfin, plusieurs études de cohortes ont été réalisées, sans trouver d’association 
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entre exposition au TiO2 et mortalité [61, 62]. En ce qui concerne le risque de cancer, le 

rapport de l’International Agency for Research on Cancer (IARC) a conclu à des preuves 

insuffisantes de la carcinogénicité du TiO2 (micrométrique et nanométrique) chez l’Homme à 

partir des études épidémiologiques [63]. Le TiO2 a été classé comme potentiellement 

cancérigène (catégorie 2B) pour l’Homme par l’IARC [63]. 

 

2.1.2) Etudes épidémiologiques et NC 

En ce qui concerne le NC, différentes études ont été menées chez l’Homme, qui sont 

résumées dans le rapport de l’IARC [63]. Plusieurs études ont observé une association entre 

mortalité ou cancer et exposition au NC [64, 65] mais d’autres n’ont pas observé de lien [66-

68]. De plus, les résultats de certaines de ces études sont discutables, du fait, en particulier, du 

manque de prise en compte d’autres facteurs d’exposition comme le tabac. Aucune de ces 

études ne précise les dimensions du NC étudié, ce qui laisse penser, étant donné que la 

fabrication de NC nanométrique est plus récente que celle de NC micrométrique, que le NC 

étudié est de taille micrométrique. Le rapport de l’IARC conclut que les preuves de la 

carcinogénicité du NC chez l’Homme à partir des études épidémiologiques sont insuffisantes. 

Le NC a été classé comme potentiellement cancérigène (catégorie 2B) pour l’Homme par 

l’IARC [63]. 

 

2.2) Etudes in vitro 

De nombreuses études in vitro se sont intéressées aux conséquences d’une exposition au TiO2 

et au NC nanométriques. Elles peuvent être classées en deux catégories : celles qui 

s’intéressent aux effets des NP de TiO2 et de NC, comme la cytotoxicité, la génotoxicité ou 

l’internalisation de ces derniers, et celles qui s’intéressent aux mécanismes impliqués dans ces 

effets, comme l’inflammation ou l’induction de stress oxydant. 

 

2.2.1) Effets de l’exposition au TiO2 et au NC nanométriques 

2.2.1.1) Cytotoxicité 

- Cytotoxicité et NP de TiO2 

Les études in vitro ont démontré que les NP de TiO2 pouvaient induire une mort cellulaire : 

c’est le cas d’une étude de Hamilton et coll. [69], dans laquelle les auteurs ont exposé des 

macrophages alvéolaires de souris en culture primaire à plusieurs types de particules de TiO2 : 

des nanosphères de TiO2 (60-200 nm), des nanotubes courts de TiO2 (60-300 nm* 0.8-4 µm) 

et des nanotubes longs de TiO2 (60-300 nm*15-30 µm). La dose utilisée était de 50 µg/mL et 
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les temps d’exposition variaient entre 1 et 24 heures. Le test utilisé était un comptage des 

cellules marquées au bleu trypan, qui colore les cellules mortes. Les auteurs ont observé que 

les nanotubes longs induisaient une cytotoxicité, ce qui n’était pas le cas des autres types de 

TiO2 utilisés [69]. Une étude de Park et coll. [70], réalisée sur des cellules de la lignée de 

cellules épithéliales bronchiques humaines (la lignée BEAS-2B) exposées jusqu’à 96 heures à 

des NP de TiO2 de 21 nm, a démontré une cytotoxicité des NP de TiO2 qui dépendait à la fois 

du temps d’exposition aux NP de TiO2 et de la dose utilisée. Le test utilisé était le bromure de 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium (MTT), qui mesure l’activité 

mitochondriale. En revanche, d’autres études ont observé une cytotoxicité des NP de TiO2 

faible ou absente, comme celle de Simon-Deckers et coll. [71]. Les auteurs ont exposé des 

cellules épithéliales alvéolaires issues d’un carcinome de la lignée A549 à des types de NP de 

TiO2 de taille différente. Les doses utilisées allaient jusqu’à 100 µg/mL, et le temps 

d’exposition allait de 24 à 72 heures. Les auteurs ont utilisé différents tests mesurant l’activité 

mitochondriale : le MTT, mais aussi le 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-

[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide (XTT) ou le 4-[3-(4-Iodophényl)-2-(4-

nitrophényl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzène disulfonate (WST-1). Ils ont également utilisé le 

test de la Lactate Déshydrogénase (LDH), qui mesure l’intégrité membranaire. La mortalité 

observée était faible pour les différents types de TiO2 étudiés [71].  

Cette toxicité due aux NP de TiO2 peut s’expliquer par différents mécanismes. Les NP de 

TiO2ont été démontrées comme pouvant induire de l’apoptose : c’est le cas dans l’étude de 

Park et coll. [70]. C’est aussi le cas dans une étude de Hussain et coll. [72], dans laquelle les 

auteurs ont exposé une lignée cellulaire de cellules épithéliales bronchiques, la lignée 16HBE, 

à des NP de TiO2 de 15 nm et de CB de 13 nm à raison de 24 heures d’exposition à des doses 

allant jusqu’à 40 µg/cm². L’étude montre que les NP de TiO2 comme de NC sont capables 

d’induire de l’apoptose [72]. Cependant, une étude de Fujita et coll. [73], dans laquelle a été 

évalué un profil d’expression de gènes sur des kératinocytes humains (la lignée HaCaT) 

exposés à des particules de TiO2 de 7 nm, de 20 nm et 200 nm, a démontré que les gènes 

impliqués dans l’apoptose n’étaient pas surexprimés après exposition aux particules de TiO2. 

Les résultats de ces études montrent que la cytotoxicité des NP de TiO2 semble dépendre de 

différents paramètres, comme le type cellulaire, la dose et la durée de l’exposition. 

 

- Cytotoxicité et NP de NC 

Les NP de NC peuvent également se révéler cytotoxiques : dans une étude de Hussain et coll. 

[72], l’exposition aux NP de NC comme de TiO2 aboutissait à une baisse du pourcentage de 
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cellules vivantes comparé aux cellules nécrotiques et apoptotiques. Une étude de Val et coll. 

[74] observe également une cytotoxicité des NP de NC sur des cellules 16HBE dès une dose 

de 10 µg/cm². De plus, dans l’étude de Hussain et coll. [72], il a été observé qu’une exposition 

de cellules de la lignée 16HBE à une NP de NC de 13 nm pouvait entraîner de l’apoptose, et 

que cette apoptose était liée à un dysfonctionnement des mitochondries. Cependant, Don 

Porto Carero et coll. [75] ont étudié la cytotoxicité de NP de NC sur des cellules de la lignée 

A549 et des cellules issues d’une lignée de monocytes/macrophages humains, les THP-1 à des 

doses allant jusqu’à 16 µg/mL pendant 48 heures. Les auteurs n’ont pas observé de 

cytotoxicité liée aux NP de NC.  

 

2.2.1.2) Génotoxicité 

- Génotoxicité et NP de TiO2 

Le TiO2 peut être génotoxique : Falck et coll. [76] ont exposé des cellules de la lignée BEAS-

2B à différentes particules de TiO2 de taille, de variété cristalline et de forme différentes, à des 

doses de 1 à 100 µg/cm² pendant 24 à 72 heures. Le test des comètes, qui permet de quantifier 

le nombre de cassures dans l’ADN des cellules, a démontré que tous les types NP de TiO2 

utilisés pouvaient induire un effet génotoxique. Le test des micronoyaux, qui permet de 

quantifier le nombre de micronoyaux
20

 dans les cellules, a démontré que seules les NP 

d’anatase étaient capables d’induire une génotoxicité [76]. En revanche, une autre étude, 

réalisée par Bhattacharya et coll. [77] et utilisant le test des comètes, a démontré une absence 

de génotoxicité des NP de TiO2 sur des cellules de la lignée BEAS-2B et de fibroblastes 

bronchiques humains (lignée IMR90) à des doses jusqu’à 50 µg/cm² pendant 24 heures.  

 

- Génotoxicité et NP de NC 

En ce qui concerne les NP de NC, une étude de Don Porto Carero et coll. [75] observe qu’une 

exposition de cellules de la lignée A549 comme de la lignée THP-1 à des NP de NC entraîne 

des dommages à l’ADN. Cette génotoxicité est confirmée par une étude de Mroz et coll. [78], 

qui ont étudié les effets de particules de NC de 14 nm et 260 nm ainsi qu’une NP de NC à la 

surface de laquelle a été greffé du benzo(a)pyrène (BAP) sur des cellules de la lignée A549 à 

la dose de 100 µg/mL, pendant des temps d’exposition allant de 1 à 24 heures. Les auteurs ont 

observé des dommages de l’ADN, ainsi qu’une modification de la cinétique du cycle 
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cellulaire. La littérature ne contient pas d’études reportant une absence de génotoxicité de NP 

de NC. 

 

2.2.1.3) Internalisation 

- Internalisation et NP de TiO2 

Un certain nombre d’études a étudié l‘internalisation de particules de TiO2 dans les cellules. 

Dans l’étude de Hamilton et coll. [69], les auteurs ont observé l’internalisation de plusieurs 

types de particules de TiO2 de taille nanométrique et de différentes formes pour une dose de 

50 µg/mL dans des macrophages alvéolaires de souris en culture primaire par Microscopie 

Electronique à Transmission (MET). Les résultats ont indiqué la présence de NP (60-200 nm) 

ainsi que de nanotubes courts (60-300 nm* 0.8-4 µm) dans les cellules, inclus dans des 

structures de type lysosome. En revanche, les auteurs ont observé que les nanotubes longs 

(60-300 nm*15-30 µm) étaient présents dans des structures de type lysosome mais également 

libres dans le cytoplasme. Une autre étude, conduite par Hussain et coll. [79], a observé 

l’internalisation d’une NP de TiO2 de 15 nm ainsi que plusieurs types de NP de NC de tailles 

différentes sur des cellules de la lignée 16HBE pour une dose de 5 µg/cm², et a observé que 

les NP de TiO2 de 15 nm pouvaient être, après 24 heures d’exposition, aussi bien présentes 

dans les cellules dans des vésicules que libres dans le cytoplasme, ce qui n’était pas le cas des 

NP de NC. D’autres études, comme celle réalisée par Gibbs-Flournoy et coll. [80], ont 

observé la présence de NP de TiO2 dans le noyau, après avoir exposé pendant 5 minutes ou 2 

heures des cellules de la lignée BEAS-2B à 0.5 ou 2.5 µg/mL de NP. 

Le mécanisme précis d’internalisation des NP n’est pas encore bien connu. 

Un schéma récapitulatif des différents mécanismes d’internalisation est présenté sur la Figure 

1.9. 

 

Figure 1.9 : mécanismes d’internalisation. 
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(1) la phagocytose, (2) la macropinocytose, (3) l’endocytose classique par les puits de clathrine, (4) l’endocytose 

par les cavéoles, (5) l’endocytose par les radeaux lipidiques de type cavéolaire, (6) l’endocytose par les radeaux 

lipidiques indépendante de la dynamine, et (7) l’endocytose indépendante des puits de clathrine, des cavéoles, 

des radeaux lipidiques et de la dynamine
21

. 

 

Une étude de Hussain et coll. [79] mentionne des mécanismes d’endocytose et de 

macropinocytose en ce qui concerne les mécanismes liés à l’internalisation de NP de TiO2. 

Une autre étude, réalisée par Singh et coll. [81], a observé l’internalisation de particules de 

TiO2 de tailles différentes (20-80 nm et 40-300 nm) sur des cellules de la lignée A549 à raison 

de 4 heures d’exposition à des doses de 16 ou 80 µg/cm². Elle a démontré que les particules 

de TiO2 de taille micrométrique étaient internalisées par phagocytose, alors que les NP de 

TiO2 pouvaient également être internalisées par une endocytose dépendante de la clathrine. 

Dans l’étude de Hamilton et coll. [69], les auteurs ont mesuré l’influence du Macrophage 

Receptor with Collagenous structure (MARCO) sur l’internalisation des différents nano-

objets de TiO2 en utilisant des macrophages alvéolaires de souris Knock Out (KO) pour ce 

récepteur. Le récepteur MARCO peut jouer un rôle dans l’internalisation de particules comme 

celles de silice [82]. Il est apparu que le récepteur MARCO était nécessaire pour 

l’internalisation des NP de TiO2, mais pas des nanotubes de TiO2. Enfin, une étude réalisée 

par Pan et coll. [83] sur des fibroblastes dermiques humains a observé l’internalisation de 

particules d’anatase (200 nm de diamètre) et de rutile (15-60 nm de diamètre) après 

exposition à des doses de 0.4 à 0.8 mg/mL pendant 6 jours, et a constaté que, si le TiO2 agrégé 

était internalisé par endocytose, les particules de TiO2 individualisées pénétraient dans la 

cellule en l’absence d’endocytose, et ce pour les NP comme pour les particules de taille 

micrométrique. 

L’internalisation du TiO2 nanométrique peut être importante pour ses effets biologiques : en 

effet, le fait de bloquer l’internalisation des particules et des NP de TiO2, par exemple avec la 

cytochalasine D qui bloque la polymérisation des filaments d’actine, peut également bloquer 

les effets du TiO2 en termes de sécrétion d’IL-1β [84]. 

 

- Internalisation et NP de NC 

L’internalisation des NP de NC a elle aussi été étudiée. Hussain et coll. [79] ont observé que 

le NC était internalisé dans les cellules de la lignée 16HBE, et était principalement observé 

dans des vésicules. Saxena et coll. [85] ont évalué la quantité internalisée de NP de NC de 12 

nm sur des cellules issue d’une lignée de cellules épithéliales pulmonaires de souris (lignée 
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LA4) ainsi que sur une lignée de macrophages alvéolaires de souris (lignée MHS), après 3 à 

24 heures d’exposition au NC à une dose de 50 µg/mL. Pour ce faire, ils ont mesuré, par la 

méthode Thermo-Optique de Transmittance
22

, la quantité de carbone présent dans les 

échantillons. Il s’est avéré que les NP de NC étaient plus internalisées par les cellules de la 

lignée MHS. Cette internalisation était dépendante de l’actine, car l’ajout de cytochalasine D a 

conduit à une diminution de l’ordre de 80% de la quantité de carbone internalisé. 

L’internalisation des NP de NC, dans cette étude, se réaliserait grâce à un mécanisme de type 

phagocytose. 

 

2.2.2) Mécanismes pouvant expliquer les effets des NP de TiO2 et de NC 

2.2.2.1) Inflammation 

L’inflammation est un phénomène de défense de l’organisme contre des agressions, visant à la 

destruction des agents pathogènes et des cellules infectées ou agressées, ainsi qu’à la 

réparation des tissus lésés. Il repose sur une interaction complexe entre cytokines 

proinflammatoires comme le Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α), l’interféron-γ, l’interleukine-

1β (IL-1β), ou le Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor (GM-CSF) et 

antiinflammatoires, comme le Transforming Growth Factor-β (TGF-β) ou l’IL-10 et les 

cellules de l’inflammation (neutrophiles, lymphocytes, macrophages, cellules présentatrices 

d’antigènes, mastocytes…) [86]. Une inflammation chronique peut également donner lieu à 

des pathologies comme le cancer [87], des maladies cardiovasculaires [88], 

neurodégénératives [89] ou encore être impliquée dans des maladies dites autoimmunes [90]. 

 

- Inflammation et NP de TiO2 

Une exposition à des NP de TiO2 peut être suivie de la sécrétion de différents facteurs 

proinflammatoires : par exemple, l’étude de Park et coll [70] a démontré une expression 

accrue d’IL-8 par les cellules en réponse au TiO2 de 21 nm. De plus, Val et coll [74] ont 

exposé des 16HBE à des NP de TiO2 et de NC à des doses de 10 à 160 µg/cm² pendant 

24heures, et ont observé une expression accrue d’IL-1β, d’IL-6, d’IL-8, de GM-CSF, de TNF-

α, ou encore de Chemokine (C-X-C motif) ligand 2 (CXCL2), appelé aussi Macrophage 

Inflammatory Protein 2-α (MIP2-α). 
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- Inflammation et NP de NC 

L’exposition à des NP de NC peut entraîner la sécrétion de différents facteurs 

proinflammatoires, comme le GM-CSF observé dans l’étude de Hussain et coll. [79], ou 

l’expression d’IL-1β, d’IL-6, d’IL-8, de GM-CSF, de TNF-α, de CXCL2 dans l’étude de Val 

et coll. [74]. Øvrevik et coll. [91] ont observé l’expression de plusieurs facteurs 

proinflammatoires après exposition de cellules issues des lignées A549 et BEAS-2B à des 

doses entre 1 et 20 µg/cm² de NP de NC, et ont constaté une surexpression de CXCL-8, -10 et 

-11 après 10 heures d’exposition aux NP de NC. 

 

- Inflammation et IL-1β 

Les études ont montré qu’à la fois les NP de TiO2 et de NC étaient capables d’induire la 

sécrétion d’IL-1β. L’IL-1β peut avoir des différents types d’effets, comme par exemple une 

infiltration de neutrophiles après injection locale ou une modification de la réponse 

immunitaire [92]. L’IL-1β est également connue pour modifier l’expression de nombreux 

gènes, des cytokines mais aussi des facteurs de croissance ou des oncogènes [92]. 

Du fait de ses propriétés inflammatoires, la sécrétion de l’IL-1β est étroitement contrôlée, en 

particulier via son activation par l’inflammasome, lequel ne s’active qu’en présence de 

signaux de type Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMP). L’inflammasome est un 

complexe multiprotéique cytosolique capable de se former en réponse à la détection de PAMP, 

lesquels sont des structures moléculaires caractéristiques du « non-soi » comme le 

lipopolysaccharide (LPS) des bactéries. Une fois mis en place, l’inflammasome va agir en 

réponse à ces signaux en clivant l’un de ses composants, la caspase-1. La caspase-1 (appelée 

aussi ICE pour IL-1β Converting Enzyme), est une protéase riche en cystéines, qui est 

sécrétée à l’état de zymogène, ou procaspase. Une fois clivée par l’inflammasome, les 

fragments de la procaspase-1 (2 fragments appelés p20 et 2 autres appelés p10) vont former 

un hétérotétramère doté d’une activité enzymatique [92]. 

Le rôle principal de la caspase-1 est d’activer les cytokines proinflammatoires, comme l’IL-

1β, l’IL-18 ou l’IL-33. Ces cytokines sont elles aussi sécrétées sous forme de zymogènes 

inactifs, et sont activées lors de leur clivage par la caspase-1 [93].  

 

Il existe plusieurs inflammasomes ; le plus étudié est NACHT, LRR and PYD domains-

containing  protein-3 (NALP-3, aussi appelé NLRP-3). C’est le seul inflammasome qui ait été 

décrit comme activé après exposition aux NP de TiO2 et de NC [94, 95]. Il peut être activé par 
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des stimuli très variés comme des composés d’origine bactérienne (ARN bactérien par 

exemple), des molécules endogènes comme l’acide urique, l’ATP ou d’autres molécules 

exogènes comme l’alun, la silice, ou l’amiante [96]. 

 

Plusieurs inhibiteurs endogènes de l’IL-1β et de sa signalisation existent : en particulier, 

l’Interleukin-1 Receptor antagonist (IL-1 Ra), qui est un inhibiteur compétitif de la réaction 

de fixation de l’IL-1β à son récepteur ; de plus, il existe deux récepteurs de l’IL-1β, 

l’Interleukin-1 I Receptor (IL-1 IR), qui active la voie de signalisation de l’IL-1β, et l’IL-1 

IIR, qui n’active pas de voie de signalisation [92]. 

La voie de signalisation de l’IL-1β fait intervenir le facteur de signalisation NF-κB. Une fois 

que l’IL-1β a activé le récepteur IL-1 IR, celui-ci, avec l’aide de l’Accessory Membrane-

spanning Protein (AcP), va activer un complexe protéique formé de la protéine TNFR-

Associated Factor 6 (TRAF6), et de l’Interleukin-1 Receptor Activated Kinase (IRAK). 

L’IRAK va phosphoryler une Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase (MAPKKK) 

appelée NF-κB-Inducing Kinase (NIK). Cette kinase va à son tour phosphoryler deux autres 

kinases, les NIK-interacting Protein Kinase, appelées IκB Kinase (IKK)-α et -β. Ces kinases 

vont phosphoryler un complexe formé de l’IκB-α ainsi que deux protéines qui composent le 

facteur de transcription NF-κB : p65 et p50. Une fois IkB-α phosphorylée, elle est dégradée, 

ce qui permet à p65 et p50 d’être transloquées dans le noyau. Un résumé de la voie de 

signalisation de l’IL-1β est présenté Figure 1.10. 
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Figure 1.10 : voie de signalisation de l’IL-1β. 
Lorsque l’IL-1β se lie à son récepteur, celui-ci active IKK-α et IKK-β, lesquelles vont phosphoryler IκB-α, 

aboutissant à sa dégradation. Cette dégradation permet à p65 et p50 de transloquer dans le noyau. 

IL-1R : IL-1Receptor, AcP : Accessory Membrane-spanning Protein,  TRAF6 : TNFR-Associated Factor 6, 

IRAK : IL-1R Activated Kinase, MAPKKK : Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase, NIF : NF-κB-

Inducing Kinase, IKK : IκB Kinase. Adapté de [97]. 

 

2.2.2.2) Induction de stress oxydant 

- Les Espèces Réactives de l’Oxygène (ROS) 

Par ROS, on entend un composé dérivé de l’oxygène comportant un ou plusieurs électrons 

non appariés sur sa couche externe de valence. Parmi les ROS, on compte l’anion superoxyde 

O2
.-
, le radical hydroxyle HO

.
, le peroxyde d’hydrogène H2O2, l’acide hypochlorique HOCl, 

ainsi que les radicaux peroxydes de type ROO
. 

[98]. L’ion O2
.- 

est produit au niveau des 

mitochondries des cellules, du fait d’une « fuite » d’électrons dans la chaîne respiratoire [99]. 

Certains types cellulaires comme les polynucléaires neutrophiles sont également capables 

d’activer leur métabolisme oxydatif (on parle de « respiratory burst ») en présence de 

bactéries. La synthèse de ROS se fait via une famille d’enzymes multiprotéiques appelée 

Nicotine adénine dinucléotide phosphate oxydase (NADPH oxydase ou Nox) [100, 101].Les 

différentes ROS et leur origine sont présentées Figure 1.11. 
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Figure 1.11 : mécanismes de formation des principales ROS ainsi que les réactions 

catalysées par les enzymes antioxydantes.  
Les enzymes antioxydantes sont indiquées en vert. 

O2
.- 

: anion superoxyde, HO
. 
:  radical hydroxyle, H2O2 : peroxyde d’hydrogène, SOD : Superoxyde Dismutase, 

Cat : Catalase, GPx : Glutathion Peroxydase, GSH : gluthathion, GSSH : glutathion réduit. 

 

Les ROS, à haute concentration, peuvent causer des lésions sur les structures cellulaires, les 

acides nucléiques, les protéines et les lipides. L’anion O2
.- 

est connu pour réagir avec de 

nombreux composants de la molécule d’ADN. La lésion à l’ADN la plus étudiée est la 

formation de 8-Hydroxyguanosine (8-OH-G) [102]. Les ROS peuvent aussi modifier les 

composants cellulaires, comme par exemple les acides gras polyinsaturés [103]. De plus, la 

cystéine et la méthionine sont des acides aminés sensibles à l’oxydation via les ROS [104].  

Un excès de ROS a été associé à des pathologies diverses comme certaines maladies 

cardiovasculaires, le cancer, des troubles neurologiques comme la maladie de Parkinson, ou 

encore le diabète [105-108]. 

L’organisme dispose de systèmes de défense contre les ROS, et ce à différents niveaux. Tout 

d’abord, il existe des systèmes visant à limiter la formation de ROS : par exemple, certaines 

enzymes comme la ribonucléotide réductase ont une structure tridimensionnelle qui leur 

permet d’empêcher les ROS qu’elles produisent de se propager dans le milieu [109]. 

Ensuite, il existe des systèmes permettant de transformer les ROS en métabolites non 

toxiques. Il existe deux types de ces systèmes dits antioxydants : des enzymes antioxydantes 

et des composés antioxydants non enzymatiques. Les enzymes antioxydantes sont la 

superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), et la glutathion peroxydase (GPx). La SOD 

catalyse la dismutation de l’anion O2
.-
 en H2O2, moins réactif, la CAT catalyse la conversion 

du H2O2 en eau, et la GPx réduit le H2O2ou les peroxydes ROO
.
en H2O ou en ROH, tout en 



Etat actuel de la littérature 

38 

 

oxydant le glutathion (GSH sous sa forme oxydée, GSSH sous sa forme réduite) [98]. On peut 

également compter d’autres enzymes qui, bien que n’étant pas directement antioxydantes, 

participent à l’élimination des ROS, comme l’Hème-Oxygénase-1 (HO-1). Cette dernière 

catalyse une des étapes de la dégradation de l’hème pour donner du fer, du monoxyde de 

carbone et de la biliverdine. Cette dernière est convertie en bilirubine, un puissant antioxydant 

[110]. 

Les antioxydants non enzymatiques comprennent l’acide ascorbique (Vitamine C), l’α-

tocophérol (Vitamine E), le GSH, les caroténoïdes, et les flavonoïdes. Ces molécules ont la 

capacité de piéger les ROS dans leur structure, et donc protègent les autres composants 

cellulaires des effets des ROS [98]. 

Enfin, il existe des systèmes capables de réparer les lésions provoquées par les ROS : des 

lipases ou protéases sont capables de reconnaître et de dégrader les lipides ou protéines 

modifiées par les ROS, et il existe des systèmes capables de réparer l’ADN [111, 112]. 

 

- Production de ROS suite à l’exposition aux NP de TiO2 et de NC 

La production de ROS par des cellules exposées aux NP a été observée pour un certain 

nombre de NP [113, 114]. C’est également le cas pour le TiO2, à la fois in vivo [115] et dans 

différents types cellulaires : fibroblastes [116], cellules épithéliales [117], microglie [118]… 

En revanche, d’autres études montrent que les NP de TiO2 n’induisent pas de stress oxydant 

[73, 113]. En ce qui concerne les NP de NC, plusieurs études, à la fois in vitro, sur des cellules 

de la lignée 16HBE [79] et in vivo sur des rats [119] ont démontré que les NP de NC étaient 

capables d’induire du stress oxydant. 

Une des voies de signalisation modifiées par les ROS est la voie des Mitogen-Activated 

Protein Kinases (MAPK) [120]. Cette voie implique l’activation de facteurs de transcription 

nucléaire, lesquels contrôlent l’expression d’un très grand nombre de gènes. Parmi ces 

facteurs de transcription, on compte NF-κB, qui est impliqué dans la réponse inflammatoire ; 

l’Activator Protein-1 (AP-1), qui contrôle des gènes impliqués dans la croissance cellulaire, 

l’inflammation, l’apoptose et la différenciation. On compte également p53, une protéine 

suppresseur de tumeurs qui joue de nombreux rôles dans la défense cellulaire qui peut 

également avoir un rôle pro ou antioxydant, ou le Nuclear Factor of activated T Cells qui 

régule la formation des cytokines, la croissance musculaire, l’angiogénèse et l’adipogénèse. 

Enfin, il existe l’Hypoxia Inducible Factor, qui contrôle l’expression de gènes impliqués dans 

le cancer comme le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) [120]. 
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La production de ROS par les cellules exposées aux NP est donc susceptible d’avoir des 

conséquences sur l’expression d’un grand nombre de gènes, en particulier, les gènes de 

l’inflammation du fait de l’activation potentielle de NF-κB et AP-1 [121, 122].  

 

Un tableau récapitulatif des effets in vitro des NP de TiO2 et de NC est présenté dans les  

Tableaux 1.2 et 1.3, respectivement. 
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Référence Particules (taille) Modèle cellulaire, dose, durée 

d’exposition 

Paramètres évalués Principaux résultats 

Hamilton et 

al. 2009 [69] 

TiO2  

NP (60-200 nm). 

NT courts (60-300 

nm*0.8-4 µm). 

NT longs (60-

300*15-30 µm). 

Macrophages alvéolaires de 

souris normales et de souris KO 

pour MARCO (culture 

primaire). 

50-100 µg/mL. 

1h-24h. 

MET. 

Toxicité (bleu trypan). 

Stress oxydant (peroxydation lipidique). 

Sécrétion IL-1β, IL-18 (ELISA). 

NT courts et NP internalisés dans lysosomes. 

NT longs dans lysosomes et libres dans cytoplasme. 

Internalisation indépendante de MARCO. 

Tous les TiO2 induisent du stress oxydant. 

NT longs cytotoxiques et induisent la sécrétion d’IL-1β 

et d’IL-18. 

Park et al. 

2008 [70] 

TiO2 (21 nm). 

 

BEAS-2B (lignée  de cellules 

épithéliales bronchiques). 

5-40 µg/mL. 

24h-96h. 

Toxicité (MTT). 

Stress oxydant (DCFH-DA, GSH). 

Apoptose (activité Caspase-3, 

condensation des chromosomes). 

Expression de gènes de l’inflammation et 

du stress oxydant (RT-PCR). 

Toxicité temps- et dose- dépendante. 

Stress oxydant dose-dépendant. 

Sécrétion d’IL-8. 

Apoptose. 

Simon-

Deckers et al. 

2008 [71] 

Al2O3 (25 nm). 

TiO2 (12 nm, 25 

nm, 142 nm). 

NT de TiO2 (6*68 

nm). 

MWCNT, (0.1-12 

µm*10-160 nm et 

0.1-3.5 µm*10-

160 nm). 

A549 (lignée de cellules 

épithéliales alvéolaires 

cancéreuses). 

0.1-100 µg/mL. 

24h-72h. 

 

 

Toxicité (MTT, LDH, WST-1, XTT). 

MET. 

Toxicité du MWCNT > Al2O3 et TiO2. 

Internalisation et distribution dans le cytoplasme et 

dans les vésicules. 

Hussain et al. 

2010 [72] 

TiO2 (15 nm). 

NC (13 nm). 

 

16HBE (lignée de cellules 

épithéliales bronchiques). 

10-40 µg/cm². 

30 min-24h. 

MET. 

Toxicité : Fluorescéine diacétate et 

bromure d’éthidium. 

Stress oxydant (hydroéthidine, DCFH-DA, 

peroxydation lipidique). 

Apoptose (fragmentation ADN,  

activité des caspases 3, 7 et 8). 

Potentiel mitochondrial. 

Perméabilité lysosomale (acridine orange). 

Apoptose. 

Stress oxydant. 

NC : diminution du potentiel mitochondrial, relargage 

de cytochrome c des mitochondries. 

TiO2 : peroxydation lipidique, déstabilisation des 

lysosomes, relargage de cathepsine B. 

Fujita et al. 

2009 [73] 

TiO2 (7 nm). 

TiO2 (20 nm). 

TiO2 (200 nm). 

 

HaCaT (lignée de kératinocytes 

humains). 

47-60 µg/mL. 

2h-24h. 

Toxicité (MTT). 

Analyse microarray. 

Toxicité. 

Gènes surexprimés : inflammation, adhésion cellulaire. 

Pas de surexpression de gènes du stress oxydant ou de 

l’apoptose. 

TiO2 7 nm : surexpression MMP-9, MMP-10, 

fibronectine-1, intégrine-6, mucine-4 

 



Etat actuel de la littérature 

41 

 

Référence Particules (taille) Modèle cellulaire, dose, durée 

d’exposition 

Paramètres étudiés Principaux résultats 

Falck et al. 

2009 

[76] 

TiO2 : rutile 

(10*40 nm). 

Anatase (<25 

nm). 

Rutile  (<5 µm). 

BEAS-2B. 

1-100 µg/cm². 

24h-72h. 

Test des comètes. 

Test micronoyaux. 

Test des comètes : anatase > rutile 5 µm > rutile 10*40 

nm. 

Test micronoyaux : seule l’anatase a un effet. 

Bhattacharya 

et al. 2009 

[77] 

TiO2 (<100 nm). 

Fe2O3 (<100 nm). 

 

BEAS-2B. 

IMR90 (Lignée fibroblastes 

bronchiques). 

2-50 µg/cm². 

6h-24h. 

MET. 

Toxicité (bleu trypan). 

Génotoxicité (test des comètes). 

Stress oxydant (spectroscopie par 

résonance paramagnétique, DCFH-DA, 

mesure de 8-OHdG). 

NP dans cellules, pas dans noyau ou mitochondries. 

Toxicité : Fe2O3 > TiO2. 

Test des comètes : pas d’effet du TiO2, effet du Fe2O3. 

Stress oxydant : TiO2 > Fe2O3. 

Hussain et al. 

2009 

[79] 

TiO2 (15 nm). 

TiO2 (25-75 nm). 

NC (13nm). 

NC (21 nm). 

NC (96 nm). 

 

16HBE. 

5-20 µg/cm². 

4h-24h. 

MET. 

Stress oxydant (dithiothreitol 

ethydroéthidine). 

Sécrétion GM-CSF (ELISA, RT-PCR). 

Internalisation dose-dépendante. 

Stress oxydant intracellulaire. 

CB NP seules produisent du stress oxydant. Production 

GM-CSF. Effet dépendant du stress oxydant, de la 

surface spécifique et de la quantité de NP. 

Gibbs-

Flournoy et 

al. 2011 

[80] 

TiO2 (27 nm). 

 

BEAS-2B. 

0.5-2.5 µg/mL. 

5 min-2h. 

Microscopie à champ sombre et 

microscopie confocale à balayage laser. 

Internalisation temps-dépendante 

TiO2 dans le noyau. 

Singh et al. 

2007 

[81] 

TiO2 (20-80 nm). 

TiO2 (40-300 nm) 

+ avec 

méthylation de 

surface 

A549 

16-400 µg/cm². 

2h-24h. 

MET. 

Stress oxydant (spectroscopie par 

résonance paramagnétique). 

Sécrétion d’IL-8 (RT-PCR, ELISA) 

Internalisation : endocytose et endocytose clathrine 

dépendante (NP de TiO2) 

Stress oxydant pour NP de TiO2 

Sécrétion d’IL-8 pour NP de TiO2 à 400 µg/cm² 

Peu d’effet de la méthylation 

Pan et al. 

2009 

[83] 

TiO2 

Rutile (15-60 

nm). 

Rutile traité (15-

60 nm). 

Anatase (200 nm). 

 

Lignée (fibroblastes dermiques 

humains). 

0.4-0.8 mg/mL. 

6 jours. 

Aire des cellules. Prolifération cellulaire. 

Force de traction cellulaire. Migration 

cellulaire. Contraction d’un gel de 

collagène.  

MET. 

Présence d’α-actine (Western Blot). 

Stress oxydant (H2O2). 

Diminution de l’aire des cellules, de la prolifération, de 

la mobilité, et la contraction des gels de collagène, 

stress oxydant. 

Internalisation dans des vésicules. 

Traitement de surface : pas d’internalisation, baisse du 

stress oxydant, diminue les effets du TiO2 seul. 

Val et al. 2009 

[74] 

TiO2 (15 nm). 

NC (13 nm). 

 

16HBE. 

10-160 µg/cm². 

24h. 

Toxicité (WST-1). 

Mesure de cytokines inflammatoires 

(ELISA, RT-PCR). 

Test d’adsorption des cytokines sur les NP. 

Toxicité. Sécrétion d’IL-1β, d’IL-6, d’IL-8, de GM-

CSF, de TNF-α, de CXCL2. 

Adsorption des cytokines sur les NP, avec désorption 

par ajout de SVF ou d’ASB. 
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Tableau 1.2 : résumé des études décrivant les effets in vitro des NP de TiO2.  
8-OH-G : 8-Hydroxyguanosine, ASB : Albumine de Sérum Bovin, CXCL : Chemokine (C-X-C motif) ligand, 

DCFH : 2,7 Dichlorofluoréscine Diacétate, DTT : dithiothreitol, ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay, 

Fe2O3 : Maghémite, GM-CSF : Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating  Factor, GSH : gluthathion, IL : 

Interleukine, KO : Knock-Out, LDH : Lactate Déshydrogénase, MARCO : Macrophage Receptor with 

Collagenous structure, MET : Microscopie Electronique à Transmission, MTT : Bromure de de 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium, MWCNT : Nanotube de Carbone Multifeuillet, NC : Noir de 

Carbone, NP : Nanoparticule, NT : Nanotube, PCR : Polymerase Chain Reaction, SVF : Sérum de Veau Fœtal, 

SWCNT : Nanotube de Carbone Monofeuillet, TiO2 : Dioxyde de Titane, TNF-α : Tumor Necrosis Factor-α, 

XTT : 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxyde, WST-1 

: 4-[3-(4-Iodophényl)-2-(4-nitrophényl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzène disulfonate. 
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Référence Particules (taille) Modèle cellulaire, dose, durée 

d’exposition 

Paramètres étudiés Principaux résultats 

Saxena et 

al. 2008 

[85]  

Particule Diesel 

(120 nm). 

NC (12 nm). 

 

LA4 (lignée cellules épithéliales 

de souris). 

MHS (lignée macrophages 

alvéolaires de souris). 

50 µg/mL. 

3h-24h. 

Analyse de la quantité de carbone 

internalisée dans les cellules (transmittance 

thermo optique). 

Utilisation de cytochalasine D (100 

µg/mL). 

Particule diesel : quantité internalisée égale dans les 2 

types cellulaires. 

NC : MHS > LA4. 

Diesel plus internalisé que NC. 

Cytochalasine D : diminution de l’internalisation. 

Don Porto 

Carero et 

al. 2001 

[75] 

NC (100 nm). 

Particule Diesel 

(400 nm). 

Particules de la 

pollution 

atmosphérique  (4 

µm). 

 

A549. 

THP-1 (lignée monocytes 

/macrophages humains). 

16 ng/mL-16 µg/mL. 

48h. 

Toxicité (Bleu Alamar). 

Test des comètes. 

 

Pas de toxicité. 

Dommages à l’ADN. 

Mroz et al. 

2007 

[78] 

NC (14 nm). 

NC (14 nm) +  

Benzo(a)pyrène 

(BaPNC). 

NC (206 nm). 

 

A549. 

100 µg/mL. 

1h-24h. 

Test des comètes. 

Cycle cellulaire. 

Expression p53 (Western Blot). 

Liaison à l’ADN de NF-κB et AP-1 

(EMSA). 

Antioxydant : NAC. 

Dommages à l’ADN. 

Altération de la cinétique du cycle cellulaire. 

Phosphorylation de p53. 

Liaison de NF-κB et AP-1 à l’ADN. 

NC 14 nm > BaPNC > NC 260 nm. 

Effet NAC : diminue les effets du NC. 

Øvrevik et 

al. 2009 

[91] 

NC (12-17 nm). 

SiO2 (1.6 µm). 

 

A549. 

BEAS-2B. 

1.25-20 µg/cm². 

5h-24h. 

Expression de cytokines 

proinflammatoires (ELISA, RT-PCR). 

Utilisation de ZnCl2, FeSO4,  

1-nitropyrene (1-NP) 

Lipopolysaccharide  

En nombre de gènes induits, SiO2, ZnCl2, LPS > 1-NP > 

NC > FeSO4. 

NC : induction de CXCL-8, -10 et -11. 

Réponse commune : induction des chémokines au motif 

CXC. 

Tableau 1.3 : résumé des études décrites sur les effets in vitro des NP de NC. 
AP-1 : Activator Protein-1, CXCL : Chemokine (C-X-C motif) ligand, ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay, EMSA : Electromobility Shift Assay, NAC : N-Acétyl 

Cystéine, NF-κB : Nuclear Factor-κB,  NC : Noir de Carbone, PCR : Polymerase Chain Reaction, SiO2 : silice. 
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2.3) Etudes in vivo 

 2.3.1) Modèles d’administration 

Différents modèles d’exposition pulmonaire aux nano-objets ont été utilisés dans les études 

sur leurs effets. Le modèle d’exposition par inhalation reproduit le mieux la voie d’exposition 

réelle [123]. Cependant, et particulièrement lors d’études sur les nano-objets, le modèle par 

inhalation devient difficile à réaliser, en raison de l’évaluation de la quantité de produit 

déposée dans les poumons qui est moins évidente dans le cas des nano-objets. De plus, l’état 

d’agrégation des nano-objets peut varier entre le moment de leur synthèse et le moment où ils 

atteignent le poumon, ce qui fait que les nano-objets dans le poumon peuvent avoir des 

propriétés physicochimiques et donc potentiellement des effets biologiques différents de ceux 

des nano-objets dans l’air. 

D’autres modèles ont donc été utilisés, en particulier  l’instillation intratrachéale, au cours de 

laquelle les nano-objets en suspension sont directement injectés dans la trachée préalablement 

découverte. Ce modèle présente certains avantages par rapport à l’inhalation : il permet de 

mieux contrôler la quantité de produit déposée dans les poumons. Enfin, il est plus simple à 

réaliser que l’inhalation. Ces raisons font que, bien qu’il existe d’autres modèles d’exposition 

respiratoire, celui de l’instillation intratrachéale reste le modèle le plus utilisé à l’heure 

actuelle. Cependant, il présente des inconvénients : la technique de distribution du produit  est 

invasive (puisqu’elle implique d’ouvrir la trachée des animaux) et peu représentative d’une 

exposition réelle, et la distribution du produit dans le tractus respiratoire peut s’avérer 

différente de celle observée lors d’une exposition par inhalation [123]. 

 

Une étude comparative de ces deux modèles a été effectuée sur des rats, qui étaient exposés à 

différentes particules de TiO2. Les résultats ont indiqué que les particules induisaient les 

mêmes effets dans les deux modèles en termes de cytotoxicité et d’inflammation [124]. 

Cependant, une autre étude, qui portait sur les effets génotoxiques de NP de NC sur des souris 

gestantes, a indiqué des différences entre les résultats des deux modèles, à savoir qu’après 

l’inhalation des NP de NC on observait plus de cassures de brins d’ADN dans le foie des 

mères et de leurs petits, ce qui n’était pas le cas lorsqu’on instillait par voie intratrachéale les 

mères avec les mêmes NP de NC [125]. Ceci montre que le choix du modèle d’exposition est 

important. 

 

Il existe d’autres modèles d’administration, moins utilisés que l’inhalation et l’instillation 

intratrachéale. Par exemple, l’instillation intranasale consiste à introduire le produit au niveau 
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des cavités nasales de l’animal. Un autre modèle d’administration est l’administration 

oropharyngée, dans lequel le produit est déposé dans le pharynx via une canule reliant le 

pharynx à la bouche de l’animal. 

 

Les études concernant les effets in vivo des NP de TiO2 et de NC ont observé différents 

paramètres : leur toxicité, leur capacité à induire une réponse inflammatoire, des 

modifications histologiques, ou diverses pathologies. 

 

2.3.2) Cytotoxicité des NP de TiO2 et de NC 

2.3.2.1) Cytotoxicité des NP de TiO2 

Les études in vivo qui ont été menées ont permis de mettre en lumière plusieurs effets des 

particules de TiO2, qu’il soit micrométrique ou nanométrique. Certaines ont démontré que les 

particules de TiO2 pouvaient être cytotoxiques, en utilisant 2 techniques : le dosage de la 

lactate déshydrogénase (LDH, une enzyme normalement cytoplasmique) dans le Lavage 

Bronchoalvéolaire
23

 (LBA) des animaux, et la mesure de la perméabilité membranaire, qui se 

fait en dosant la quantité totale de protéines dans le LBA des animaux exposés. Si on dose une 

quantité de protéines plus importante dans le LBA d’un animal exposé par rapport à un animal 

contrôle, cela signifie que des cellules ont été lésées et ont relargué leurs protéines dans la 

lumière du tractus respiratoire. Différentes études ont observé une telle cytotoxicité : dans 

l’une d’elles, les auteurs ont exposé des rats à des particules de TiO2 enrobé avec de 

l’aluminium par instillation intratrachéale pour une dose de 10 mg/kg et ont mesuré la réponse 

cytotoxique des particules de TiO2 24 heures après cette instillation [124]. Dans une autre 

série d’études, les auteurs ont exposé des rats ou des souris à des NP de TiO2 de 21 nm, par 

inhalation à une dose de 10 mg/ m
3 

jusqu’à 13 semaines et ont observé une toxicité dans les 

deux espèces jusqu’à 13 semaines suivant la fin de l’exposition [126]. Les auteurs ont observé 

le même résultat en utilisant des particules de TiO2 de 1.4 µm de diamètre administrées par 

inhalation à 50 mg/m
3
 pendant 13 semaines de chez des rats et des souris [127]. Par contre, 

d’autres études ont démontré que ce n’était pas toujours le cas : Warheit et coll. [128] ont 

observé une absence de cytotoxicité de particules de TiO2 de rutile de 150 nm de diamètre 

administrées à des doses de 1 et 5 mg/kg par instillation intratrachéale à des rats. De même, 

dans une étude de Warheit et coll., les auteurs ont observé une cytotoxicité après exposition de 

rats à des particules micrométriques et des NP de TiO2 en exposant les animaux avec 2 
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protocoles différents : en sacrifiant les animaux 24 heures après une instillation intratrachéale 

de 2 à 10 mg/kg, et 24 heures après une inhalation à 4 semaines à 1130-1300 mg/m
3
. 

Une autre étude menée par Chen et coll. [6] a observé de l’apoptose dans les poumons de 

souris, 7 jours après une instillation intratrachéale de NP de TiO2 de 20 nm de diamètre pour 

des doses de 0.1 à 0.5 mg/animal.  

 

2.3.2.2) Cytotoxicité et NP de  NC 

Une étude a comparé les effets d’une instillation intratrachéale de 125 µg de particules de NC 

de 14 nm et 260 nm de diamètre chez des rats, et a observé que les NP de NC de 14 nm 

induisaient une cytotoxicité via le dosage de la LDH dans le LBA, ce qui n’était pas le cas 

pour les particules de NC de 260 nm de diamètre [129]. 

 

2.3.3) Induction d’une réponse inflammatoire par les NP de TiO2 et de NC 

2.3.3.1) Inflammation et NP de TiO2 

Pour mesurer l’induction d’une réponse inflammatoire chez l’animal, il existe différentes 

méthodes. Une première méthode consiste en la numération des cellules de l’inflammation 

présentes dans le LBA des animaux. Le LBA représente en effet un moyen simple d’observer 

des anomalies reflétant des lésions pulmonaires [130]. On peut soit mesurer la cellularité 

totale du LBA, soit la cellularité dite différentielle, qui correspond à la numération des 

différents types cellulaires. Une deuxième méthode consiste à doser une ou plusieurs 

cytokines de l’inflammation, dans le LBA ou dans les tissus des animaux. Certaines études 

s’intéressant à la toxicité des NP de TiO2 ont observé une augmentation du nombre de cellules 

de l’inflammation dans le LBA des animaux suite à une exposition aux NP de TiO2 : par 

exemple, l’étude de Chen et coll. [6] mentionne une augmentation du nombre de macrophages 

dans le LBA des souris  ayant été instillées avec du TiO2 nanométrique. C’est aussi le cas de 

l’étude de Ahn et coll. [131], dont les auteurs observent une augmentation du nombre de 

polynucléaires neutrophiles et éosinophiles chez des souris ayant reçu une instillation 

intratrachéale de NP de TiO2 à une dose de 4 mg/kg. C’est également le cas d’une étude de 

Yazdi et coll. [132], dont les auteurs observent une augmentation du nombre de 

polynucléaires neutrophiles présents dans le LBA de souris ayant reçu une instillation 

intranasale de NP de TiO2. Cependant, certaines études n’ont observé, en analysant le LBA, 

qu’une inflammation faible, voire absente [128, 133]. D’autres, comme celles réalisées par 

l’équipe de Bermudez [126, 127], observent une inflammation dépendant du modèle 
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expérimental, les hamsters développant une réponse inflammatoire moins importante après 

exposition aux particules et NP de TiO2 par rapport aux souris ou aux rats.  

Le fait que certaines études observent une toxicité des NP de TiO2 et pas d’autres peut 

s’expliquer par des différences entre les doses employées : les doses utilisées dans les études 

observant une forte inflammation s’échelonnaient entre 4 et 30 mg/kg, alors que les études 

observant une inflammation faible ou nulle se situaient entre 0.2 et 4 mg/kg. De plus, les 

études réalisées par l’équipe de Bermudez [126, 127] montrent bien l’importance de la 

cinétique de l’exposition, l’inflammation en réponse à l’inhalation de particules et de NP de 

TiO2 étant, dans ces études, transitoire. 

 

Il a été observé une augmentation de l’expression de certains facteurs de l’inflammation après 

exposition au TiO2 : il a été observé une plus grande expression d’IL-13 après instillation 

intratrachéale de particules de TiO2 de 290 nm de diamètre à une dose de 4 mg/kg sur des rats 

[131]. De plus, il a été observé, dans une étude de Yazdi et coll. [132], que l’instillation 

intranasale de NP de TiO2 (15 mg/kg) sur des souris pouvait conduire à une augmentation de 

l’expression de l’IL-1α, de l’IL-1β, du TNF-α. Ces facteurs sont des cytokines inflammatoires 

[134]. De plus, dans l’étude de Chen et coll. [6], il a été observé une modification de 

l’expression de plus de 500 gènes. Parmi ces gènes, on observe l’augmentation de 

l’expression de plusieurs  facteurs liés au VEGF, des G Protein Coupled Receptors (GPCR), 

des régulateurs de croissance cellulaire, ainsi que d’autres facteurs chémotactiques et 

immunitaires. Les auteurs mentionnent particulièrement l’augmentation de l’expression du 

Placenta Growth Factor (PlGF), du CXCL1, du CXCL5 ou du Chemokine C-C motif ligand 3 

(CCL3). Ces facteurs sont des chémoattractants pour les neutrophiles et jouent, de ce fait, un 

rôle dans la réaction inflammatoire ; l’augmentation de leur expression dans les poumons des 

animaux indique donc l’induction d’une réponse inflammatoire suite à l’exposition aux NP de 

TiO2. 

 

2.3.3.2) Inflammation et NP de NC 

Une étude de Li et coll. [129] a observé un afflux de polynucléaires neutrophiles persistant 

jusqu’à 7 jours après l’instillation de NP de NC de 14 nm chez des rats, résultat non observé 

après exposition aux particules de NC de 260 nm. Dans une autre étude réalisée par Shwe et 

coll. [135], les auteurs ont exposé des souris à 25 µg, 125 µg et 625 µg de NP de NC de 14 

nm de diamètre et 125 µg de NP de NC de 95 nm de diamètre par instillation intratrachéale, à 

raison d’une instillation par semaine pendant 4 semaines, et ont étudié les effets de 
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l’exposition aux NP de NC sur les LBA et les poumons des animaux 4 heures après la 

dernière instillation. Ils ont observé, pour les NP de NC, une augmentation du nombre total de 

cellules ainsi que du nombre de macrophages, lymphocytes et neutrophiles chez les animaux 

exposés aux NP de NC, et ce de façon dose-dépendante. De plus, Teeguarden et coll. [136] 

ont étudié l’effet de NP de NC de 14 nm sur des souris exposées par aspiration pharyngée 2 

fois par semaine pendant 3 semaines (40 µg par animal et par exposition) en termes de 

cellularité du LBA, de protéomique et d’histologie. L’exposition aux NP de NC a entraîné une 

augmentation du nombre total de cellules dans le LBA ainsi que du nombre de macrophages 

et de polynucléaires neutrophiles. 

En ce qui concerne l’expression des marqueurs de l’inflammation, l’étude de Shwe et coll. a 

observé une augmentation de l’expression d’IL-1β, d’IL-6 et de TNF-α dans le LBA des 

animaux, et les poumons des animaux contenaient plus de CCL3. De plus, dans l’étude de 

Teeguarden et coll. [136] l’exposition aux NP de NC a entraîné une sécrétion accrue de 

facteurs impliqués dans l’inflammation comme l’IL-12, la Macrophage-Derived Cytokine ou 

le CCL3. Les auteurs ont également observé un dépôt de collagène dans les poumons des 

animaux, ainsi qu’une histiocytose
24

. L’exposition aux NP de NC a modifié l’expression de 

184 protéines, regroupées en catégories relatives à l’inflammation, à la réponse immunitaire, à 

la fibrose, au remodelage pulmonaire, ou encore à l’apoptose. 

 

2.3.4) Induction et aggravation de pathologies par les NP de TiO2 et de NC 

2.3.4.1) Induction et aggravation de pathologies par les NP de TiO2 

En ce qui concerne les modifications histologiques, l’étude de Chen et coll. [6] a démontré 

qu’une exposition à des NP de TiO2 pouvait entraîner, chez la souris, des lésions histologiques 

qui ressemblaient à celles observées chez des animaux atteints d’emphysème pulmonaire. Ce 

dernier se caractérise par la destruction des parois alvéolaires. C’est la seule étude référencée 

à l’heure actuelle indiquant que les NP de TiO2 peuvent entraîner un emphysème.  

 

Enfin, plusieurs études, résumées dans le rapport de l’IARC [63] ont montré qu’une 

exposition chronique aux particules de TiO2 pouvait donner lieu à des cancers. Par exemple, 

dans l’étude de Pott et Roller [137], les auteurs ont exposé des rats à des NP de TiO2 par 

instillation intratrachéale et ont observé que la proportion de rats développant des tumeurs 

bénignes et malignes était supérieure chez les rats ayant été exposés au TiO2. 
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Si de nombreuses études se sont intéressées aux effets de NP de TiO2 sur des animaux sains, 

peu d’études se sont intéressées aux effets de NP de TiO2 sur un contexte de pathologie déjà 

instaurée. Hussain et coll. [133] ont observé les effets d’une administration oropharyngée de 

0.8 mg/kg de NP de TiO2 de 15 nm dans un modèle d’asthme induit par du toluène-2,4-

diisocyanate chez la souris. Ils ont observé, 2 jours après l’administration des NP, que le TiO2 

avait pour conséquence une augmentation de l’Hyperréactivité Bronchique (HRB), un afflux 

de macrophages et de polynucléaires neutrophiles dans le LBA, ainsi que des lésions 

histologiques (œdème, lésions épithéliales, inflammation) [133]. Une autre étude, cependant, 

a porté surl’effet d’une inhalation à raison de 10 mg/m
3
de deux particules de TiO2 (une NP de 

dimensions 10*40 nm et une particule de diamètre inférieur à 5 µm) sur des souris normales 

ou dans un modèle d’asthme induit par ovalbumine (OA) [138]. Les auteurs ont observé, 

après 4 semaines d’exposition aux 2 types de TiO2, que les LBA des animaux asthmatiques 

présentaient moins de leucocytes que leurs pendants non asthmatiques, une diminution de 

l’HRB dans leurs poumons, ainsi qu’une diminution de l’expression de presque tous les 

médiateurs impliqués dans l’inflammation étudiés, à l’exception de CXCL5, lequel était plus 

exprimé après exposition aux NP de TiO2.  

 

2.3.4.2) Induction et aggravation de pathologies par les NP de NC 

Plusieurs études, qui sont résumées dans le rapport de l’IARC, indiquent qu’une exposition 

aux particules de NC peut entraîner à des cancers pulmonaires [63]. Par exemple, dans une 

étude de Pott et coll. [139], les auteurs ont exposé des rats à des NP de NC de 90 nm par 

instillation intratrachéale, à raison d’une instillation intratrachéale par semaine pendant 15 

semaines, la dose utilisée étant de 3 mg par animal. A la fin de l’étude, 65% des animaux 

présentaient des tumeurs, ce qui n’était pas le cas des animaux contrôle. 

 

Les effets du NC sur des pathologies préexistantes ont fait l’objet de plusieurs études. Il a été 

démontré qu’une instillation intratrachéale de 4 mg/kg de NP de NC de 14 nm pouvait, 24 

heures après exposition, augmenter l’inflammation induite par une endotoxine bactérienne (le 

LPS) chez la souris. Cette exposition aux NP de NC aggravait également l’œdème pulmonaire 

et l’induction de l’IL-1β, de CCL3 et de MIP-2 par rapport aux animaux traités avec le LPS 

seul [119]. L’effet de NP de NC sur un modèle de maladie pulmonaire de type asthme a été 

évalué sur des souris : des NP de NC de 14 nm et 56 nm de diamètre ont été administrées par 

instillation intratrachéale à raison d’une instillation par semaine pendant 6 semaines (50 µg) 

en même temps que de l’ovalbumine (OA, dose 1 µg). Les NP de NC ont augmenté les effets 
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de l’OA en termes d’infiltration d’éosinophiles, de polynucléaires neutrophiles et de 

monocytes dans le LBA, d’augmentation du nombre de cellules caliciformes dans 

l’épithélium bronchique, de sécrétion d’IL-5, d’IL-6, d’IL-13, et de CCL2, les NP de 14 nm 

ayant plus d’effet que les NP de 56 nm. Les souris exposées aux NP de 14 nm présentaient 

des taux d’Immunoglobuline E (IgE) dans le sérum plus élevés comparées aux souris 

exposées aux NP de 56 nm. De plus, les NP de NC de 14 nm seules induisaient un afflux de 

cellules dans le LBA ainsi qu’une expression de Monocyte Chemotactic Protein-1 (MCP-1, 

également appelée CCL2) plus importante que chez le contrôle [140]. Il a également été 

démontré que les NP de NC de 14 nm, administrées par instillation intratrachéale (10 

µg/animal) à des souris dans un modèle de fibrose pulmonaire induit par la bléomycine, 

pouvaient aggraver les effets de cette dernière. En effet, ces NP de NC augmentaient la 

réponse à la bléomycine en termes de dépôt de collagène, de diminution de la compliance
25

 du 

poumon, de modifications histologiques de type fibrotiques, de nombre de cellules 

inflammatoires dans le LBA et de cytokines de l’inflammation et les médiateurs profibrosants. 

En revanche, les NP de NC seules n’avaient pas d’effet sur les souris non traitées à la 

bléomycine [141]. Enfin, les NP de NC peuvent aggraver l’emphysème pulmonaire. Dans une 

étude d’Inoue et coll. [142], des NP de NC de 14 nm et 56 nm ont été instillées à raison de 4 

mg/kg en même temps que de l’élastase pancréatique porcine. Il a été démontré que 

l’exposition aux NP de NC de 14 nm était suivie d’une inflammation pulmonaire sur les 

animaux n’ayant pas reçu d’élastase et qu’elle aggravait l’effet de l’élastase en termes 

d’infiltration de polynucléaires neutrophiles dans le LBA le lendemain de l’instillation, en 

même temps qu’une sécrétion d’IL-1β et de CXCL1. De plus, 14 jours après l’instillation, les 

NP de NC de 14 nm aggravaient l’effet de l’élastase en termes de modifications 

morphologiques de type emphysème. En revanche, les NP de 56 nm seules provoquaient une 

inflammation mais sans modifier l’effet de l’élastase. 

 

Un récapitulatif des résultats des études citées concernant les effets in vivo des NP de TiO2 et 

de NC est présenté dans les Tableau 1.4 et 1.5. 
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Référence Particules 

(taille) 

Espèce 

animale/sexe 

Modèle d’exposition Paramètres étudiés Principaux résultats 

Warheit et 

al. 2005 

[124] 

6 TiO2 

(différents 

traitements 

de surface au 

SiO2 et à 

l’Al2O3, 

taille jusqu’à 

440 nm). 

 

Rat CD IGS. 

Mâle. 

Inhalation  

4 semaines, 6h/jour, 5 

jours/semaine. 

1130-1300 mg/m
3
. 

Observations 2 

semaines à 1 an après. 

Instillation intratrachéale  

2-10 mg/kg. 

Observations 24h à 3 mois 

après. 

Inflammation 

(cellularité LBA et cytokines). 

Perméabilité pulmonaire 

(protéines LBA). 

Cytotoxicité (LDH). 

Histopathologie. 

Inhalation: infiltration de macrophages contenant 

des NP. 

Hyperplasie des cellules épithéliales, dépôt de 

collagène. 

Instillation intratrachéale : infiltration de PN, 

macrophages contenant des NP. 

Cytotoxicité. 

SiO2 et Al2O3 augmentent la toxicité. 

Bermudez 

et al. 2004 

[126] 

TiO2 

(21 nm). 

Souris 

B3C3F1/CrlBR. 

Rat CDF 

(F344)/CrlBR. 

Hamster Lak: 

LVG BR. 

 

Inhalation  

13 semaines, 6h/jour, 5 

jours/semaine. 

0.5, 2 ou 10 mg/m
3
. 

Observations 4 à 52 semaines 

après. 

 

Inflammation 

(LBA et histologie). 

Charge particulaire du poumon. 

Cytotoxicité (LDH) 

Perméabilité membranaire 

(protéines LBA). 

Charge particulaire diminue avec le temps. 

Infiltration dans LBA 

(macrophages et PN). 

Cytotoxicité 

(sauf hamsters). 

Résultats dépendent de l’espèce 

(rats>souris>hamsters) et de la concentration. 

Bermudez 

et al. 2002 

[127] 

TiO2 

(1.40 µm). 

Souris 

B3C3F1/CrlBR. 

Rat CDF 

(F344)/CrlBR. 

Hamster Lak: 

LVG BR. 

 

Inhalation 13 semaines, 

6h/jour, 5 jours/semaine.. 

10, 50 ou 250 mg/m
3
. 

Observations 4 à 52 semaines 

après. 

 

Inflammation 

(LBA et histologie). 

Charge particulaire du poumon. 

Cytotoxicité (LDH). 

Perméabilité membranaire 

(protéines LBA). 

Diminution de la clairance des particules à haute 

concentration. 

Clairance plus efficace pour les hamsters. 

Réponse inflammatoire, plus sévère et persistante 

chez les rats. 

Cytotoxicité (moins importante chez hamsters). 

Résultats dépendent de l’espèce et de la 

concentration. 

Warheit et 

al. 2007 

[128] 

TiO2 

Rutile (380 

nm). 

Rutile (136 

et 149 nm). 

1 mélange 

anatase/ 

rutile (A/R, 

129 nm). 

 

 

 

Rat CD IGS. 

Mâle. 

Instillation intratrachéale 1 et 

5 mg/kg. 

Obervations 24h à 3 mois 

après. 

 

Inflammation 

(cellularité LBA et cytokines). 

Perméabilité pulmonaire 

(protéines LBA). 

Cytotoxicité (LDH). 

Activité sécrétoire des cellules 

épithéliales (phosphatase alcaline). 

Histopathologie. 

Infiltration de PN. 

Pas de cytotoxicité, d’augmentation de la 

perméabilité, d’augmentation de l’activité 

sécrétoire ou de changements morphologiques 

observés sauf pour mélange A/R. 
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Article Particules 

(taille) 

Espèce 

animale/sexe 

Modèle d’exposition Points clés Principaux résultats 

Chen et al. 

2006 

[6] 

TiO2 

(18-21 nm). 

(180-250 

nm). 

Souris ICR. 

Mâle. 

Instillation intratrachéale 0.1 

et 0.5 mg/ animal. 

Observations 3 jours à 2 

semaines après. 

 

Analyse morphologique. 

Apoptose (TUNEL) 

Immunohistochimie 

(antiPCNA). 

Microarray,  

RT-PCR & Western Blot (P1GF). 

Lésions emphysémateuses. 

Infiltration de macrophages contenant des NP. 

Apoptose. 

Induction de gènes de l’inflammation. 

Augmentation de  PlGF. 

Pas de modification pour le TiO2 micrométrique. 

Ahn et al. 

2005 

[131] 

TiO2 

(0.29 µm). 

Rat Sprague-

Dawley. 

Mâle. 

Instillation intratrachéale 

4 mg/kg. 

Observations 4h à 72h après. 

 

Cellularité LBA. 

Nombre de cellules caliciformes. 

Expression  de Muc5ac  

(indicateur de la sécrétion de 

muscus). 

Production d’IL-13. 

Histologie. 

Augmentation des PN, éosinophiles et cellules 

caliciformes. 

Augmentation de l’expression de Muc5ac. 

Augmentation d’IL-13. 

Yazdi et 

al. 2011 

[132] 

TiO2 

(20 et 80 

nm). 

 

Souris : normales, 

caspase-1 KO, 

IL1R KO, ASC 

KO, IL1α KO ou 

NLRP3 KO. 

C57BL/6J. 

Instillation intranasale 

7.5-30 mg/kg. 

Observations 6h après. 

 

Cellularité du LBA, mesure d’IL-

1α, mesure d’IL-1β, IL-6, TNF-α 

(ELISA) dans le LBA et dans le 

poumon total 

Afflux de PN dépendant d’IL1R, de la Caspase-1 

et d’ASC. 

Induction d’IL-1α, d’IL-1β, IL-6,  et TNF-α dans 

LBA. 

Induction d’IL-1α et d’IL-1β dans le poumon 

total. 

Hussain et 

al. 2011 

[133] 

TiO2 

(15 nm). 

Souris 

BALB/c. 

Mâle. 

Administration oropharyngée 

0.8 mg/kg 

Modèle d’asthme : 0.3% TDI. 

Observations 24 après. 

HRB  

Inflammation 

(cellularité LBA et cytokines). 

Histologie du poumon. 

IgE dans le sérum. 

Souris + TDI+TiO2 vs souris+TDI :  

Augmentation de l’HRB, afflux de PN et 

macrophages, œdème, lésions épithéliales, 

inflammation. 

Rossi et al. 

2010 

[138] 

TiO2  

(10*40 nm). 

TiO2 ( < 

5µm). 

Souris BALB/c. 

Femelle. 

Inhalation 

4 semaines, 2h/jour, 3 

jours/semaine. 

10 mg/m
3
. 

Modèle d’asthme à l’OA (20 

µg). 

Observations 24h après. 

HRB. 

LBA. 

Cytokines de l’inflammation (RT-

PCR, Elisa, luminex). 

Anticorps du sérum (ELISA). 

Analyse du mucus. 

Souris+OA+TiO2 vs souris+OA :  

Diminution des éosinophiles/leucocytes. 

Diminution du nombre de cellules caliciformes. 

Diminution de l’HRB. 

Diminution de l’expression des cytokines 

observées (sauf CXCL5). 

Diminution des taux d’IgE. 

Tableau 1.4 : résumé des études décrivant les effets in vivo des NP de TiO2. 
ASC : Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD, CXCL : Chemokine (C-X-C motif) ligand, HRB : Hyperréactivité Bronchique, IgE : Immunoglobuline E, 

IL : Interleukine, KO : Knock-Out, LBA : Lavage Bronchoalvéolaire, LDH : Lactate Déshydrogénase, Muc5a : Mucine5a, NC : Noir de Carbone, NP : Nanoparticule, OA : 

Ovalbumine, PCNA : Proliferating Cell Nuclear Antigen, PlGF : Placenta Growth Factor, PN : Polynucléaire Neutrophile, TDI : Toluene Diisocyanate, TiO2 : Dioxyde de 

Titane, TNF-α : Tumor Necrosis Factor-α, TUNEL : Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling. 
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Référence Particules 

(taille) 

Animal/ 

sexe 

Modèle Paramètres étudiés Principaux résultats 

 Li et al. 

1999 [129] 

NC (14 

nm). 

NC (260 

nm). 

Rat Wistar. 

Mâle. 

Instillation intratrachéale 

25µg, 50µg, 125 µg. 

Observations 6h, 24h et 7j 

après. 

 

Inflammation 

(cellularité LBA et cytokines). 

Perméabilité pulmonaire 

(protéines LBA). 

Cytotoxicité (LDH). 

Stress oxydant (GSH). 

NP de NC : 

Infiltration de PN 

Production TNF-α  et d’oxyde nitrique 

Cytotoxicité  

Diminution GSH 

Peu d’effet du NC micrométrique. 

Shwe et al. 

2005 [135] 

NC (14 

nm). 

 NC (95 

nm). 

Souris 

BALB/c. 

Mâle. 

4 instillations intratrachéales 

(1 par semaine) 

25 µg, 125 µg, 625 µg. 

Observations 24h après  

 

Inflammation 

(cellularité LBA et cytokines). 

Analyse des lymphocytes 

spléniques. 

Histologie. 

RT-PCR sur les ganglions 

lymphatiques. 

NC de 14 nm:  

Infiltration de macrophages, PN, lymphocytes 

Sécrétion d’IL-1β, IL-6, TNF-α dans LBA 

Sécrétion MIP-1 α, CCL3 

Dépôt de NC dans les ganglions lymphatiques 

Effet de la dose 

Peu d’effets du NC de 96 nm 

Teeguarden 

et al. 2011 

[136] 

NC (14 

nm). 

SWCNT 

(0.4-1.2 

nm*0.5-2 

µm). 

Crocidolite 

(210 nm). 

Souris 

C57BL/6. 

Femelle. 

2 aspirations pharyngées par 

semaine pendant 3 semaines. 

40µg/ aspiration. 

Obervations 24h après. 

 

Inflammation 

(cellularité LBA et cytokines). 

Collagène dans poumon total. 

Protéomique. 

Infiltration de macrophages, PN, lymphocytes 

Sécrétion IL-12, Macrophage-Derived Cytokine, 

MIP-1á 

Accumulation de collagène, histiocytose 

Protéines sécrétées : inflammation, réponse 

immunitaire, fibrose, remodelage pulmonaire, 

apoptose 

En termes d’effets SWCNT > crocidolite > NC 

Inoue 2006 

et al. [119] 

NC (14 

nm). 

NC (56 

nm). 

Souris IRC. 

Mâle. 

Instillation intratrachéale 

4 mg/kg. 

Observations 24h après. 

LPS 2.5 mg/kg. 

Inflammation 

(cellularité LBA et cytokines). 

Histologie. 

Stress oxydant (8-OH-G) 

NP de NC seules : 

Inflammation, œdème. 

NP 14 nm et LPS vs LPS seul : 

Inflammation, œdème. 

Sécrétion IL-1β, CCL3, CCL2, CXCL1. 

Stress oxydant. 

Inoue et al. 

2005 [140] 

NC (14 

nm). 

NC (56 

nm). 

Souris IRC. 

Mâle. 

Instillation intratrachéale 1 par 

semaine pendant 6 semaines. 

50 µg/animal. 

OA (1 µg). 

Observations 24h après. 

Inflammation 

(cellularité LBA et cytokines). 

Cellules caliciformes. 

Stress oxydant. 

 

NP de 14 nm seules : 

Infiltration cellules LBA. 

Sécrétion MCP-1. 

NP et LPS vs LPS seul : 

Infiltration cellules d LBA et des cellules 

caliciformes. 

Sécrétion d’IL-5, IL-6, L-13, MCP-1. 

Stress oxydant. 
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Référence Particules 

(taille) 

Animal/ 

sexe 

Modèle Paramètres étudiés Principaux résultats 

Kamata et 

al. 2011  

[141] 

NC (14 

nm). 

Souris 

C57BL/6. 

Femelle. 

 

Instillation intratrachéale 

10 µg/animal. 

Bléomycine (20 µg/souris). 

Observations 2 à 21 jours 

après. 

 

Inflammation 

(cellularité LBA et cytokines). 

Stress oxydant : nitrotyrosine. 

Quantité de collagène. 

Fibrose. 

Compliance du poumon. 

NP seules : pas d’effet 

NP et bléomycine vs bléomycine seule: 

Augmentation du collagène  

Fibrose 

Diminution compliance. 

Infiltration de PN. 

Sécrétion KC, IL-6, CCL2, TGF-β 

Stress oxydant 

Inoue et al. 

2011 [142] 

NC (14 

nm). 

NC (56 

nm). 

Souris IRC. 

Mâle. 

Instillation intratrachéale 

1.6 mg/kg. 

Elastase 1U/kg. 

Observations 24h et 14 jours 

après. 

 

Inflammation 

(cellularité LBA et cytokines). 

Histologie : emphysème. 

NP seules :  

Inflammation. 

NP 56 nm et élastase vs élastase seule: pas d’effet. 

NP 14 nm et élastase vs élastase seule : 

Infiltration de PN. 

Sécrétion IL-1â et CXCL1. 

Emphysème. 

Tableau 1.5 : résumé des études décrivant les effets in vivo des NP de NC. 
CCL : Chemokine C-C motif ligand, CXCL : Chemokine (C-X-C motif) ligand, GSH : gluthathion, HRB : Hyperréactivité Bronchique, IL : Interleukine, KC : Keratinocyte 

Chemoattractant, LBA : Lavage Bronchoalvéolaire, LDH : Lactate Déshydrogénase, LPS : Lipopolysaccharide, MCP-1 : Monocyte Chemotactic Protein-1, MIP-2 : 

Macrophage Inflammatory Protein-2, NC : Noir de Carbone, NP : Nanoparticule, OA : Ovalbumine, PN : Polynucléaire Neutrophile, RT-qPCR : Real Time-quantitative 

Polymerase Chain Reaction, TiO2 : Dioxyde de Titane, TNF-α : Tumor Necrosis Factor-α, TGF-β : Transforming Growth Factor-β, 8-OH-G : 8-Hydroxyguanosine. 
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Comme on a pu le constater, les particules de TiO2 et de NC nanométriques sont capables 

d’induire un certain nombre d’effets biologiques, qui sont résumés dans le Tableau 1.6. 

 

TiO2 NC 

In vitro 

Cytotoxicité  

Génotoxicité  

Internalisation 

Inflammation 

Stress oxydant  

In vivo 

Inflammation  

Emphysème  

Aggravation d’un asthme 

préexistant 

In vitro 

Cytotoxicité 

Génotoxicité 

Internalisation 

Inflammation 

Stress oxydant 

In vivo 

Inflammation 

Aggravation d’asthme, 

d’emphysème, de fibrose 

préexistants 

Tableau 1.6 : résumé des effets in vivo et in vitro des NP de TiO2 et de NC. 

 

2.4) Caractéristiques physicochimiques des nano-objets influant sur leurs 

effets biologiques 

Il arrive que, dans les études déjà citées, certaines, qui traitent du même sujet, donnent des 

résultats contradictoires, par exemple sur la cytotoxicité des NP de TiO2. Cette différence de 

résultats peut être due à des différences dans les protocoles utilisés, comme par exemple la 

dose de particules ou la durée d’exposition, mais il est également possible que les 

caractéristiques physicochimiques des particules utilisées jouent un rôle dans cette différence. 

En effet, il a été démontré que plusieurs facteurs physicochimiques des NP de TiO2 et de NC 

sont susceptibles d’influer sur leurs effets biologiques, que cela soit in vivo ou in vitro. 

 

2.4.1) La taille 

L’incidence des dimensions des nano-objets sur leurs effets a plusieurs fois été démontrée. Par 

exemple, une étude de Renwick et coll. [50] montre que les NP de TiO2 sont moins 

internalisées par les macrophages alvéolaires que les particules de TiO2 de taille 

micrométrique. De plus, une étude de Ferin et coll. [49] observe que les NP induisent plus 

d’effets proinflammatoires que les particules de taille micrométrique. Cependant, une étude, 

menée par Horie et coll. [143], a observé les effets de particules de TiO2 de 7, 20 et 200 nm 

sur une lignée de kératinocytes humains (lignée HaCaT) ainsi que sur des cellules de la lignée 

A549 à des doses de 3.7 à 100 µg/mL pendant des temps d’exposition de 2 à 24 heures. Ils 

n’ont pas observé de différence entre la toxicité des NP de TiO2 et celle des particules de taille 

micrométrique. Une des raisons pour expliquer cette observation est que les particules 
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formaient, une fois en suspension, des agglomérats/agrégats de taille similaire (environ 200 

nm de diamètre). En effet, les NP peuvent avoir tendance à s’agglomérer/s’agréger, et les 

structures ainsi formées peuvent être de taille bien supérieure à celle des particules seules. Par 

exemple, dans l’étude de Pan et coll. [83], les NP de rutile utilisées formaient, en suspension, 

des agrégats de plusieurs µm de diamètre pour une taille des NP de 15-60 nm. Ainsi, si la 

taille des nano-objets peut avoir une influence sur leurs effets biologiques, le fait que les 

nano-objets forment des agrégats/agglomérats peut également modifier leurs effets. 

 

2.4.2) La forme 

Une exposition à deux NP de TiO2 ou de NC de formes différentes peut ne pas donner lieu aux 

mêmes effets. Par exemple, dans l’étude de Hamilton et coll. [69], les nanotubes longs de 

TiO2 induisent plus d’effets cytotoxiques et proinflammatoires que les nanotubes courts et les 

nanosphères de TiO2. De plus, les nanosphères et nanotubes courts sont observés dans des 

vésicules, alors que les nanotubes longs sont observés libres dans le cytoplasme [69]. Enfin, 

dans l’étude de Teeguarden et coll. [136], les auteurs ont utilisé des nanotubes de carbone 

monofeuillets, lesquels, bien que composés de carbone comme les NP de NC de la même 

étude, avaient plus d’effets proinflammatoires que les NP de NC. 

 

2.4.3) La variété cristalline  

Plusieurs études ont montré que, pour les particules de TiO2, la variété cristalline anatase 

occasionnait plus d’effets que la variété cristalline rutile. C’est le cas d’une étude de Sayes et 

coll. [144] qui portait sur des NP de TiO2 de différentes variétés cristallines mises en contact 

avec des cellules de la lignée A549 ou des fibroblastes de peau humains (lignée HDF) à des 

doses de 0.3 à 3000 µg/mL pendant 1 à 48 heures. Cette étude a permis d’observer que les NP 

d’anatase pouvaient être jusqu’à 100 fois plus toxiques que leur équivalent de variété 

cristalline rutile [144]. De même, dans une étude de Warheit et coll. de 2007, le mélange 

anatase/rutile avait plus d’effets inflammatoires que la forme rutile pure [128]. Cependant, 

Morishige et coll. ont étudié l’impact de doses de 20 à 500 µg/mL de NP de TiO2 de 

différentes variétés cristallines sur une lignée de monocytes-macrophages humains, la lignée 

THP-1, pendant 24 heures, et ont observé que la variété rutile avait plus d’effets 

proinflammatoires que la variété anatase [94]. Il n’est donc pas sûr que la variété anatase soit 

celle qui induise le plus d’effet. 
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2.4.4) La surface spécifique 

Plusieurs études ont démontré que la surface spécifique des nano-objets pouvait influer sur 

leurs effets biologiques. Par exemple, dans une étude de Stoeger et coll. [145], les auteurs ont 

exposé des souris à 6 types de NP de carbone, dont 2 NC, par instillation intratrachéale, à des 

doses allant de 5 à 50 µg/animal. Les auteurs ont observé que, parmi les NP qu’ils avaient 

utilisées, celles ayant la surface spécifique la plus élevée avaient le plus d’effet au niveau de 

la cellularité du LBA ainsi qu’au niveau des cytokines proinflammatoires présentes dans le 

LBA, 24 heures après l’exposition. De plus, Monteiller et coll. [146] ont exposé des cellules 

de la lignée A549 à des particules de différentes tailles et composition chimique, de 4 à 24 

heures d’exposition à des doses de 15 à 250 µg/mL. Les auteurs ont observé que les cellules 

qui produisaient le plus d’IL-8 suite à une exposition à des NP étaient celles qui avaient été 

exposés aux NP présentant la surface spécifique la plus importante. 

 

2.4.5) Le traitement de surface  

Le traitement de surface peut également modifier les effets des nano-objets. Par exemple, 

dans l’étude de Pan et coll. [83], le fait d’enrober les NP de TiO2 avec un polymère 

antioxydant, hydrophobe et anionique ne modifie pas la prolifération cellulaire, alors que les 

NP de TiO2 non enrobées diminuent cette proflifération.. A contrario, il a été démontré que le 

fait d’enrober la surface de NP de TiO2 avec de la silice (SiO2) pouvait entraîner des effets 

plus importants que ceux engendrés par les particules de TiO2 seules. C’est le cas dans une 

étude de Rossi et coll., qui ont exposé des souris par inhalation en utilisant différentes NP de 

TiO2 à 10 mg/m
3
 pendant des durées allant jusqu’à 4 semaines. Certaines de ces NP de TiO2 

avaient reçu un enrobage de SiO2, et ces particules étaient les seules à augmenter le nombre 

total de cellules dans le LBA des souris [147]. De plus, dans une étude de Warheit et coll. 

[124], les particules ayant le plus d’effets proinflammatoires étaient les particules de TiO2 

contenant, à leur surface, la plus grande quantité de SiO2 et d’alumine (Al2O3). Ainsi, il 

semble que, si le traitement de surface peut modifier les effets des NP, ces modifications 

dépendent de la nature chimique du composé utilisé pour traiter la surface des NP. 

 

Un récapitulatif des effets des différents paramètres physicochimiques des NP de TiO2 et de 

NC est présenté dans le Tableau 1.7. 
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 Référence Particules (taille) Animal/type 

cellulaire 

Modèle d’exposition Paramètres étudiés Résultats 
E

ff
et

  
 t

a
il

le
 

Renwick et 

al. 2001 

[50] 

TiO2 (29 nm, 250 nm) 

NC (14 nm, 260 nm) 

J774.2 (lignée 

de macrophages 

murins) 

0.0975–0.78 mg/mm
2.
 

8 h. 

Cytotoxicité. 

Mesure du nombre de macrophages avec des 

particules. 

Les NP diminuent la 

phagocytose, pas les 

particules micrométriques. 

Ferin et al. 

1992 

[49] 

TiO2 

(21 nm). 

(23 nm). 

(230 nm). 

(250 nm). 

Rat Fischer. 

Mâle 

 

Instillation intratrachéale 500 

µg/animal. 

Observations 24h après. 

Inhalation 6 h/jour, 5 

jours/semaine 

12 semaines 23 mg/m
3
. 

Observations 4 à 64 semaines 

après. 

Inflammation 

(LBA & histologie). 

Charge particulaire du poumon+ clairance des 

particules. 

 

Inflammation pulmonaire 

supérieure pour les NP. 

Horie et al. 

2010 

[143] 

TiO2 

(7 nm). 

(20 nm). 

(200 nm). 

HaCaT 

 

3.7 à 100 µg/ml. 

2 h-24 h. 

 

Cytotoxicité (MTT) 

Apoptose (Annexine V/FITC, activité des 

caspases-3 et -9) 

Stress oxydant (DCFH-DA, DPPP, GSH) 

Pas de différences d’effets 

entre les différents TiO2. 

E
ff

et
  

fo
rm

e 

Hamilton 

et al. 2009 

[69] 

TiO2 NP (60-200 nm). 

NT courts (60-300 

nm*0.8-4 µm). 

NT longs (60-300*15-30 

µm). 

Macrophages 

alvéolaires de 

souris normales 

souris KO pour 

MARCO 

(culture 

primaire) 

50-100 µg/mL. 

1h-24 h. 

MET 

Toxicité (bleu  trypan) 

Stress oxydant (peroxydation lipidique) 

Sécrétion IL-1β, IL-18 (ELISA) 

En termes d’effets 

(inflammation, stress 

oxydant, toxicité), 

NT longs > NT courts > 

NP 

Teeguarde

n et al. 

2011 [136] 

NC (14 nm.). 

SWCNT (0.4-1.2 

nm*0.5-2 µm). 

Crocidolite (210 nm.). 

Souris C57Bl/6. 

Femelle. 

2 aspirations pharyngées 

/semaine pendant 3 semaines. 

40 µg/animal. 

Observations 24 h après. 

Inflammation 

(cellularité LBA & cytokines). 

Quantité de collagène dans poumon total. 

Protéomique. 

En termes d’effets 

(inlammation, quantité 

collagène, protéomique), 

SWCNT>Crocidolite>NC 

Sayes et al. 

2008  

[144] 

TiO2 

Rutile (20 nm). 

Anatase/ Rutile (20 nm). 

 

HDF (lignée de 

fibroblastes 

dermiques 

humains). 

 A549. 

0.3 à 3000 µg/ml  

1 h-48 h 

Cytotoxicité (LDH, MTT). 

Inflammation (ELISA). 

Production de ROS ex vivo (luminol, Rouge 

Congo). 

En termes d’effets 

(toxicité, inflammation, 

stress oxydant), 

Anatase/Rutile > Rutile 

cr
is

ta
ll

in
e
 

Warheit et 

al. 2007 

[128] 

TiO2 

Rutile (380 nm). 

2 rutiles (136 et 149 nm). 

1 mélange Anatase/ 

Rutile (A/R, 129 nm). 

Rat CD IGS. 

Mâle. 

 

Instillation intratrachéale 

1 et 5 mg/kg. 

Observations 24 h à 3 mois 

après. 

 

Inflammation (cellularité LBA et  cytokines). 

Perméabilité pulmonaire (protéines LBA). 

Cytotoxicité (LDH). 

Sécrétoire des cellules épithéliales 

(phosphatase alcaline) 

Histopathologie 

En termes d’effets 

(inflammation, toxicité, 

activité sécrétoire, 

anomalies 

histopathologiques), 

Anastase > Rutile 
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Référence Particules (taille) Animal/type 

cellulaire 

Modèle d’exposition Paramètres étudiés Résultats 
 E

ff
et

  
v

a
ri

ét
é 

Morishige 

et al. 2010 

[94] 

Anatase (<50 μm). 

Anatase (<25 nm). 

Anatase (10 nm). 

Rutile ( < 5 μm). 

Rutile (30–40 nm) 

Rutile(10 nm × 40 nm). 

THP-1 

 

20-500 µg/ml. 

24 h. 

Sécrétion de TNF-α et IL-1β (ELISA) 

Utilisation d’inhibiteurs. 

Plus d’effets de sécrétion 

d’IL-1β et de TNF-α pour 

anatase de 10 nm et rutile 

< 5µm 

E
ff

et
 s

u
rf

a
ce

 s
p

éc
if

iq
u

e
 Stoegger et 

al. 2006 

[145] 

Particules de la pollution 

(18-30 nm). 

NC (30-60 nm, 12-17 nm 

et 7-12 nm). 

Suie (8-16nm, 8-14nm) 

Souris BALB/c. 

Femelles 

Instillation intratrachéale. 

5 à 50 µg/rat. 

Observations 24 h après. 

 

Analyse du LBA :  

Cellularité. 

Production IL-1β, TNF-α, MIP-2, CXCL1. 

En termes d’effets 

(inflammation), 

NP de 7-12 nm > Suies > 

NP de NC > particules de 

la pollution. 

Monteiller 

et al. 2007 

[146] 

NC micrométrique 

NP de NC 

TiO2 micrométrique 

NP de TiO2 

BaSO4, Quartz 

A549 

 

15-250 µg/mL. 

4 h-24 h. 

 

Cytotoxicité (LDH). 

Stress oxydant (GSH). 

Production d’IL-8 (RT-qPCR, ELISA). 

En termes d’effets 

(cytotoxicité, stress 

oxydant, inflammation), 

Quartz > NP > particules 

micrométriques. 

E
ff

et
 t

ra
it

em
en

t 
d

e 
su

rf
a

ce
 

Pan et al. 

2009 

[83] 

TiO2 

Rutile (15*60 nm) 

Rutile enrobé avec un 

polèmère (15*60 nm). 

Anatase (200 nm). 

 

Lignée 

(fibroblastes 

dermiques 

humains) 

 

0.4-0.8 µg/mL. 

6 jours. 

Aire des cellules. 

Prolifération cellulaire. 

Force de traction cellulaire. 

Migration cellulaire. 

Contraction d’un gel de collagène. 

α-actine (Western Blot). 

Stress oxydant (H2O2). 

L’enrobage avec le 

polymère  diminue les 

effets du TiO2. 

Rossi et al. 

2010 

[147] 

Rutile/SiO2 (10*40 nm). 

Anatase ( < 25 nm). 

Rutile (< 5µm). 

SiO2 (30*40 nm ) 

Rutile (30*40 nm). 

Anatase/brookite (21nm) 

Souris BALB/c. 

Femelle. 

 

Inhalation 2 h/jour, 4 

jours/semaine. 

4 semaines. 

10 mg/m
3
. 

Observations 4 h à 24 h après. 

 

Analyse du LBA : 

Sécrétion de cytokines de l’inflammation (RT-

PCR). 

Sécrétion de TNF-α (ELISA). 

Mesure de la quantité de TiO2 dans les tissus  

pour TiO2/SiO2 : afflux de 

PN, sécrétion TNF-α, 

CXCL-1 et CXCL-8. 

Warheit et 

al. 2005 

[124] 

6 TiO2 (traitements de 

surface avec SiO2 et avec 

Al2O3, taille jusqu’à 440 

nm) 

 

Rats CD IGS. 

Mâle. 

Inhalation : 4 semaines 6 

h/jour, 5 jours/semaine. 

1130-1300 mg/m
3
. 

Observations 2 semaines à 1 

an après. 

Instillation intratrachéale  2-10 

mg/kg. Observations 24 h à 3 

mois après. 

Inflammation 

(cellularité LBA et cytokines). 

Perméabilité pulmonaire 

(protéines LBA). 

Cytotoxicité (LDH). 

Histopathologie. 

Effet du traitement de 

surface : SiO2 et Al2O3 

augmentent la toxicité du 

TiO2 
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Tableau 1.7 : résumé des différentes études in vitro et in vivo sur les caractéristiques physiocochimiques des NP de TiO2 et de NC 

impliquées dans leurs effets biologiques. 
CXCL : Chemokine (C-X-C motif) ligand, DCFH : 2,7 Dichlorofluoresécine Diacétate, DPPP : 1,3-Bis(diphenylphosphino) propane, ELISA : enzyme-linked immunosorbent 

assay, GSH : gluthathion, IL : Interleukine, LBA : Lavage Bronchoalvéolaire, LDH : Lactate Déshydrogénase, MARCO : Macrophage Receptor with Collagenous structure, 

MET : Microscopie Electronique à Transmission, MIP-2 : Macrophage Inflammatory Protein-2, MTT : Bromure de de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium , 

NC : Noir de Carbone, NP : Nanoparticule, NT : Nanotube, ROS : Espèce Réactive de l’Oxygène, SWCNT : Nanotube de Carbone Monofeuillet,TiO2 : Dioxyde de Titane. 
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De manière générale, s’il semble que plusieurs caractéristiques physicochimiques des NP 

soient capables de moduler leurs effets, il est difficile, à l’heure actuelle, de déterminer 

l’influence exacte de chaque paramètre dans les effets biologiques des NP. Ceci est à relier au 

fait que, pour étudier exactement l’influence d’un paramètre physicochimique sur les effets 

d’une NP, il faudrait pouvoir utiliser des NP ne différant que sur ce paramètre, ce qui reste 

difficile à réaliser. 

 

3) La MMP-1 

3.1) Généralités sur les MMP 

3.1.1) Substrats des MMP : les composants de la Matrice extracellulaire 

La matrice extracellulaire (MEC) correspond à l’ensemble des molécules présentes dans le 

milieu extracellulaire. Elle regroupe la matrice interstitielle et la membrane basale, qui sépare 

les différents tissus. Elle assure un rôle de soutien à la cellule, mais a d’autres rôles comme la 

séparation des différents tissus, la communication intercellulaire ou la régulation de la 

dynamique cellulaire. De plus, elle sert de réservoir à de nombreux facteurs de croissance et 

cytokines, comme le VEGF, ou le TGF-β [11]. La formation de la MEC est un processus 

important, en particulier pour la croissance et la réparation tissulaire. 

 

La MEC est constituée de deux classes de macromolécules : les protéoglycanes et les 

protéines fibreuses. Ces molécules sont sécrétées localement et forment un réseau complexe 

en association étroite avec les cellules qui les ont sécrétées.  

Les protéoglycanes sont constitués le plus souvent d’une protéine axiale sur laquelle sont 

branchées des chaînes de glycosaminoglycanes (GAG) longues et non ramifiées. Ces chaînes 

sont souvent constituées de la répétition de deux sucres, un acide glucuronique ou iduronique 

et un acide aminé ou sulfaté. Leurs nombreuses charges négatives (groupements sulfate ou 

carboxyl) leur permettent d’attirer les molécules d’eau, formant ainsi un réseau hydraté. On 

distingue différents types de GAG : l’acide hyaluronique, le chondroïtine sulfate/l’héparane 

sulfate, le dermatane sulfate, et le kératane sulfate. Ces différents types de GAG, ainsi que la 

quantité relative d’eau dans le réseau, conditionnent les propriétés de la MEC. En plus de leur 

propriétés structurales, ils peuvent réguler l’activité de protéines sécrétées (comme les 

facteurs de croissance) ou servir de corécepteurs [11]. 
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On distingue 4 classes de protéines dans la MEC :  

 

 Le collagène est synthétisé sous la forme de procollagène, qui, une fois excrété, 

est assemblé en hélice (tropocollagène), avant de s’assembler encore pour donner 

le collagène. Il existe différentes familles de collagène en fonction de la structure 

qu’ils forment, mais toutes servent de support aux cellules. 

 

 L’élastine donne son élasticité aux tissus. Elle est synthétisée sous forme de 

tropoélastine, qui s’assemble en réseaux lâches reliés par des liaisons covalentes. 

 

 La fibronectine est une molécule constituée de parties rigides reliées par des 

parties flexibles. Les domaines rigides permettent des interactions avec les autres 

composants de la MEC, alors que les parties flexibles peuvent relier la cellule, via 

une classe de protéines appelée intégrines. Ceci permet aux cellules d’adhérer plus 

facilement à la MEC mais facilite également leur migration, en particulier pendant 

le développement. 

 

 La laminine est un constituant de la lame basale (assemblage glycoprotéique sur 

lequel reposent les cellules épithéliales). Elle aide aussi à l’adhésion cellulaire. 

 

Un schéma récapitulatif des différents composants de la MEC est présenté Figure 1.12. 

 

Figure 1.12 : représentation d'une partie de la matrice extracellulaire. 
La MEC se situe en haut de l’image, et le cytoplasme en bas. Les intégrines font le lien structural entre MEC et 

cellule
26

. 

                                                 
26

Adapté du site http://autoimmunity-bible.com, consulté en ligne le 17 juillet 2011 
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3.1.2) Les MMP et leur fonction 

Les composants de la MEC sont, pour la plupart, synthétisés par un type cellulaire appelé 

fibroblaste, qui les excrète ensuite par exocytose [11]. Mais d’autres types cellulaires, comme 

les myofibroblastes, peuvent également sécréter les composants de la MEC. 

La MEC est sujette à un remaniement constant, que ce soit au cours du développement, pour 

régénérer un tissu lésé, ou pour permettre la migration des cellules. Cela implique de détruire 

la MEC déjà existante et d’en resynthétiser une nouvelle. Différentes classes d’enzymes 

peuvent participer à la dégradation des composants de la MEC, mais toutes sont des protéases 

sécrétées localement. Elles peuvent être sécrétées par une grande variété de cellules : cellules 

épithéliales, fibroblastes, myofibroblastes, chondrocytes, ostéoclastes, cellules endothéliales, 

macrophages ou encore leucocytes [11]. 

 

L’une de ces classes de protéases a un rôle particulièrement important dans le remodelage 

matriciel : il s’agit des Matrix Metalloproteases, du fait de leur capacité à dégrader presque 

tous les composants de la MEC. 

Un récapitulatif des différentes MMP et de leurs substrats est présenté dans le Tableau 1.8. 
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Nom Substrat 

Collagénases interstitielles 

MMP-1 (collagénase-1) 

 

MMP-8 (collagénase-2) 

MMP-13 (collagénase-3) 

MMP-18 (collagénase-4) 

 

Collagène I, II, II, VII, VIII, X, agrécane, gélatine, pro-MMP-2, pro-

MMP-9 

Collagène I, II, III, VII, VIII, X, agrécane, gélatine 

Collagène I, II, III, agrécane, gélatine 

Inconnu 

Gélatinases 

MMP-2 (Gélatinase-A) 

 

MMP-9 (Gélatinase-B) 

 

Collagène I, II, III, IV, V, VII, X, XI, XIV, gélatine, élastine, fibronectine, 

agrécane  

Collagène IV, V, VII, X, XIV, gélatine, pro-MMP-9, pro-MMP-13, 

élastine, agrécane 

Stromélysines 

MMP-3 (Stromélysine-1) 

 

MMP-10 (Stromélysine -2) 

MMP-11 (Stromélysine -3) 

 

Collagène II, III, IV, IX, X, XI, élastine, pro-MMP-1, pro-MMP-7, pro-

MMP-8, pro-MMP-9, pro-MMP-13 

Collagène III, IV, V, gélatine, fibronectine 

Fibronectine, laminine, gélatine, agrécane 

MMPs membranaires 

MMP-14 (MT1-MMP) 

 

MMP-15 (MT2-MMP) 

MMP-16 (MT3-MMP) 

MMP-17 (MT4-MMP) 

MMP-24 (MT5-MMP) 

MMP-25 (MT6-MMP) 

 

Pro-MMP-2, pro-MMP-13, collagène I, II, III, gélatine, agrécane, 

fibronectine, laminine 

Pro-MMP-2, gélatine, fibronectine, laminine 

Pro-MMP-2 

Inconnu 

Pro-MMP-2 

Gélatine 

Autres 

MMP-7 (matrilysine-2) 

 

 

MMP-26 (matrilysine) 

MMP-12 (métalloélastase) 

MMP-19 

MMP-20 (énamelysine) 

MMP-21 

MMP-23 

MMP-27 

MMP-28 (épilysine) 

 

Collagène II, III, IV, IX, X, XI, élastine, pro-MMP-1, pro-MMP-7, pro-

MMP-8, pro-MMP-9, pro-MMP-13, gélatine, agrécane, fibronectine, 

laminine 

Collagène IV, gélatine, fibronectine 

Elastine 

Tenascin, gélatine, agrécane 

Enamel, gélatine 

Inconnu 

Inconnu 

Inconnu 

Inconnu 

Tableau 1.8 : les Matrix Métalloprotéases et leurs substrats. 
Adapté de [148]. 

 

Les MMP peuvent également activer des cytokines présentes à l’état de zymogène dans la 

matrice, comme le VEGF ou le TGF-β [149] ou modifier l’interface cellule/MEC [150]. On 

comprend donc que les MMP jouent un rôle important dans de nombreux processus 

physiologiques, en particulier la réparation des tissus et leur remodelage [150], mais aussi le 

développement et la réponse immunitaire, ou le comportement de la cellule, en clivant les 

protéines impliquées dans l’adhésion cellulaire, ou en clivant des molécules de surface qui 

sont impliquées dans la signalisation cellulaire [151]. 
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3.1.3) La MMP-12 

Une MMP fortement impliquée dans le développement de pathologies associées au 

remodelage est la MMP-12.  

3.3.1) Synthèse, structure et fonction 

La MMP-12 est synthétisée par différents types cellulaires, en particulier les macrophages 

alvéolaires (mais pas les monocytes dont sont issus les macrophages), mais aussi les cellules 

épithéliales bronchiques ou les cellules musculaires lisses [152], lesquelles sont présentes 

dans les parois alvéolaires des poumons. 

 

La MMP-12 contient 3 domaines : 

- Un prodomaine, qui contient un grand nombre de résidus cystéines et qui interagit avec l’ion 

zinc de l’enzyme sous sa forme pro-enzyme, et qui maintient la MMP-12 sous sa forme de 

zymogène.  

- Un domaine catalytique, qui contient l’ion zinc, ainsi que 3 résidus histidine qui entourent 

cet ion zinc, l’ion et les résidus donnant son activité catalytique à la MMP-12. 

- Un domaine haemopexin-like carboxy terminal, qui comporte des homologies de séquence 

avec l’haemopexine. Ce domaine détermine la reconnaissance du substrat et l’interaction de la 

MMP-12 avec les TIMP [153]. 

 

Parmi les substrats de la MMP-12, on trouve, en plus de l’élastine, d’autres composants de la 

MEC comme le collagène de type IV, la fibronectine ou l’élastine, mais aussi d’autres MMP. 

La MMP-12 clive, par exemple, la proMMP-2 ou la proMMP-3 [153]. Ainsi, l’activation de la 

MMP-12 peut mener au clivage potentiel d’un grand nombre de composants de la MEC, et 

donc à un remodelage matriciel important. La MMP-12 peut également dégrader des 

molécules n’appartenant pas à la MEC comme l’α-1 antitrypsine ou le plasminogène [152]. 

La MMP-12 peut être impliquée dans le développement de pathologies comme le cancer, mais 

également de plusieurs autres pathologies plus spécifiquement pulmonaires, dont certaines 

associées au remodelage matriciel comme l’asthme, la fibrose ou l’emphysème [153]. Un 

point commun entre ces pathologies est l’inflammation impliquant l’infiltration de 

macrophages, principaux sécréteurs de la MMP-12. 
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3.3.2) Régulation 

L’expression de la MMP-12 est, comme celle des autres MMP, régulée à différents niveaux : 

gène, sécrétion de la pro-enzyme, et activation. 

Le promoteur du gène de la MMP-12 dispose de 6 sites de liaison à des facteurs de 

transcription, parmi lesquels un site pour le facteur AP-1. Or des cytokines comme l’IL-1β, le 

GMCSF ou le PDGF peuvent induire AP-1, donc induire l’expression de la MMP-12 [153]. 

De plus, le TGF-β est capable d’inhiber la sécrétion de MMP-12 : en réponse au TGF-β, 

Smad 3 est capable de se lier à aux membres de la famille Jun, qui font partie d’AP-1 [154]. 

Après la traduction, la proMMP-12 est stockée dans des vésicules cytoplasmiques, et n’est 

sécrétée que suite à une stimulation. Parmi les molécules permettant la sécrétion de proMMP-

12 dans les macrophages, on trouve le Proteinase Activated Receptor-1, lui-même activé par 

des protéines comme la plasmine et la thrombine. Comme ces protéines sont fortement 

relarguées dans les pathologies inflammatoires, cela peut expliquer la sécrétion de MMP-12 

dans les pathologies liées au remodelage pulmonaire [153]. L’α-1 antitrypsine, en inhibant la 

plasmine et la thrombine, a été démontrée comme empêchant le relargage de la MMP-12 

[155]. 

Finalement, l’activation de la MMP-12 peut se faire par l’intermédiaire de plusieurs 

mécanismes : des modifications non protéolytiques, comme par exemple en présence de stress 

oxydant [156], ou bien des clivages par d’autres protéases, comme la plasmine [157]. 

Enfin, les TIMP, en particulier TIMP-1, sont capables d’inhiber la MMP-12 [158]. 

 

3.2) La MMP-1 

3.2.1) Structure 

La protéine MMP-1 est constituée de différents domaines [10]. Le prédomaine est constitué 

d’aminoacides et est retiré lorsque l’enzyme sort de la cellule. Le propeptide est la séquence 

qui sert à maintenir l’enzyme inactive. Il est constitué d’un résidu cystéine qui est placé à 

l’opposé de l’atome de zinc dans le site actif de l’enzyme. Le domaine catalytique, quant à lui, 

comporte d’un atome de zinc, relié à la séquence HELGHXXGXXH par trois résidus histidine. 

Le domaine catalytique est relié au domaine carboxyterminal. L’enzyme active comprend 5 

feuillets â, 3 hélices á, 2 atomes de zinc et un de calcium. La structure de la MMP-1 est 

présentée dans la Figure 1.13. 
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Figure 1.13 : structure de la Matrix Métalloprotéase-1 porcine avant activation. 
Flèche verte : feuillet β, hélice rouge : hélice α, point rouge : atome de calcium, point violet : atome de zinc  

Adapté de [10]. 
 

3.2.2) Fonction 

Parmi les différentes MMP, la MMP-1, la première MMP décrite et aussi appelée collagénase-

1, a un rôle important [10]. Elle est en effet responsable de la dégradation de nombreux types 

de collagène, en particulier les collagènes I et II qui sont difficilement dégradés par les autres 

collagénases. De plus, elle est capable de dégrader d’autres composants de la MEC, comme 

l’agrécane ou la gélatine. Elle est donc d’une importance particulière pour le remodelage 

tissulaire. Elle peut être synthétisée par plusieurs types cellulaires, dont les fibroblastes, 

macrophages, cellules endothéliales ou cellules épithéliales. Comme la plupart des MMP, elle 

est synthétisée sous forme d’une proMMP, qui peut se trouver sous 2 formes : une forme non 

glycosylée d’environ 57 kD, et une forme glycosylée minoritaire d’environ 61 kD. 

En situation non pathologique, la MMP-1 est peu exprimée, mais son expression peut être 

élevée lors de processus tels que la réparation tissulaire, ou le remodelage [159]. 

En plus de ses rôles de dégradation des éléments de la MEC, la MMP-1 joue également un 

rôle dans le relargage de différents facteurs présents dans la MEC : par exemple, en dégradant 

le perlécane la MMP-1 peut relarger le Fibroblast Growth Factor (FGF) qui lui était lié [160]. 

Enfin, la MMP-1 peut cliver des molécules de surface qui ne sont pas des composants de la 

MEC, comme l’Insulin Growth Factor Binding Protein-3 (IGFBP-3) et l’IGFBP-5, l’IL-1β ou 

le TNF-α [161]. 
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3.2.3) Régulation de l’activité de la MMP-1 

L’activité des MMP est contrôlée à plusieurs niveaux : lors de leur transcription, lors de leur 

activation, en les confinant grâce à des récepteurs de surface cellulaire, et lors de leur 

interaction avec des inhibiteurs. Un schéma récapitulatif des niveaux de régulation des MMP 

est présenté Figure 1.14. 

 

Figure 1.14 : niveaux de régulation de l’expression de la Matrix Métalloprotéase-1. 
1 : régulation via la transcription, 2 : régulation via l’activation, 3 : régulation via la compartimentalisation, 4 : 

régulation via les inhibiteur, MMP : Matrix Metalloprotéase, TIMP : Tissue Inhibitor of Matrix Métalloprotéase. 

Adapté de [162]. 

 

3.2.3.1) Régulation de l’activité de la MMP-1 via sa transcription 

La séquence du promoteur de la MMP-1 comprend un site de liaison d’AP-1, ce qui fait 

qu’AP-1 est susceptible d’induire l’expression de la MMP-1. De plus, différentes cytokines 

sont capables d’induire l’expression de la MMP-1, comme l’Epidermal Growth Factor, le 

FGF-1, le FGF-2, le FGF-7, le FGF-9, l’Hepatocyte Growth Factor, le GM-CSF, le Placenta-

Derived Growth Factor, le TGF-α, ainsi que l’IL-1, l’IL-4, l’IL-5, l’IL-6, et l’IL-10 [4]. Un 

autre inducteur de la MMP-1 est l’Extracellular Matrix Metalloprotease Inducer (Emmprin), 

une glycoprotéine, qui est connue pour induire, en plus de MMP-1, MMP-2 et MMP-3, et 

dont le rôle est particulièrement important dans le développement de pathologies de type 

cancer [163]. En revanche, les acides rétinoïques trans dérivés de la vitamine A ainsi que le 

TGF-β sont capables de diminuer l’expression de la MMP-1. Le TGF-β agit via un domaine 

appelé TGF-β Inhibitory Element [164]. 
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3.2.3.2) Régulation de l’activité de la MMP-1 via son activation 

La plupart des MMP sont synthétisées sous forme de zymogènes inactifs, qui ne sont activés 

que lorsque le prodomaine est physiquement éloigné du site catalytique. Cet éloignement peut 

se réaliser de deux façons : le clivage du prodomaine par différentes protéases dont la 

trypsine, la cathepsine G, la plasmine, la sérine, ou d’autres MMP [165], et une activation dite 

allostérique, au cours de laquelle le prodomaine est éloigné du site catalytique sans être lysé. 

L’activation de la proMMP-1 a lieu, le plus souvent, par l’action de 2 protéases, la 

Plasminogen Activator Urokinase et la stromelysine-1 [166]. La pro-MMP-1 peut également 

être activée par l’action des ROS [167]. Les activations ont la plupart du temps lieu dans les 

espaces péricellulaire et extracellulaire [165]. 

 

3.2.3.3) Régulation de l’activité de la MMP-1 via sa compartimentalisation 

Un autre moyen de régulation de la MMP-1 est de la confiner dans des endroits bien 

spécifiques de la cellule (on parle de compartimentalisation). Certaines MMP peuvent être 

liées à la surface de la cellule : la MMP-1, comme la MMP-2 et la MMP-9 peuvent se lier à 

des protéines de surface spécifiques, respectivement la αvβ3-intégrine, α2β1-intégrine, ou le 

CD44 [168].  

 

3.2.3.4) Régulation de l’activité de la MMP-1 via des inhibiteurs 

Enfin, il est possible de réguler l’activité des MMP via leurs inhibiteurs. Les MMP disposent 

en effet de différents types d’inhibiteurs [168]. En particulier, la classe des Tissue Inhibitors 

of Matrix Metalloproteases (TIMP) est composée, à l’heure actuelle, de 4 membres (TIMP-1 à 

TIMP-4), qui n’ont pas tous la même affinité pour les différentes MMP et sont, à l’exception 

de TIMP-3 qui est fixé dans la MEC, également sécrétés par les cellules [169]. C’est donc 

l’équilibre entre les MMP et les TIMP qui influe sur l’activité résultante de la MMP-1. 

 

3.2.3) Pathologies associées à la régulation de l’activité des MMP 

Une surexpression de la MMP-1 a été associée au développement de certaines pathologies : 

arthrite [170], hypertrophie cardiaque [171], cancers [172], fibrose pulmonaire [173] ou 

encore emphysème [174]. 

 

Parmi les pathologies liées à une activation des MMP dans le poumon en dehors du cancer, 

deux sont particulièrement liées au remodelage de la MEC : la fibrose et l’emphysème. 

 



Etat actuel de la littérature 

70 

 

3.2.3.1) Fibrose 

La fibrose correspond à une accumulation de collagène dans l’espace interstitiel. Au niveau 

du parenchyme pulmonaire, elle a pour conséquence l’épaississement des parois alvéolaires, 

et donc une diminution des échanges de gaz entre l’alvéole et le sang [175].  

 

Parmi les différents types cellulaires impliqués dans le développement de la fibrose 

pulmonaire, les myofibroblastes ont une place importante car ils synthétisent des quantités 

importantes de composants de la MEC, même comparés aux fibroblastes. Ils sont caractérisés, 

entre autres, par la présence d’α-actine. En temps normal, ils sont activés suite à une lésion, et 

servent à sécréter rapidement la MEC pour permettre la régénération tissulaire, avant d’entrer 

en apoptose. Cette apoptose ne se produit pas lors de la fibrose et les myofibroblastes 

sécrètent un excès de MEC qui ne sera pas dégradé. Un schéma récapitulatif de la réparation 

tissulaire et de la fibrose est présenté Figure 1.15. 

 

 

Figure 1.15 : représentation schématique de A) la réparation tissulaire normale et B) la 

fibrose : rôle des fibroblastes.  
En situation de fibrose, on observe un nombre anormalement élevé de myofibroblastes, lesquels 

sécrètent plus de composants de la MEC. Adapté de [176]. 

 

De très nombreux facteurs influent sur le développement de la fibrose, en particulier le TGF-β 

[175]. Entre autres propriétés, il permet le recrutement des fibroblastes et leur différenciation 

en myofibroblastes, mais augmente également leur contractilité, ainsi que le dépôt de 

composants de la MEC. Il induit l’expression de gènes comme celui du collagène [177] mais 
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peut également diminuer l’expression de MMP, comme la MMP-1 [178] tout en induisant 

l’expression des TIMP [179]. 

Parmi les voies de signalisation du TGF-β, la voie des Smad a été démontrée comme étant 

activée lors de l’induction de TIMP-1 et de l’α-actine par le TGF-β [179, 180]. Le TGF-β se 

fixe à son récepteur, lequel est constitué de 2 parties : le TGF-β Receptor de type I (TGFRI) et 

le TGFRII. Le TGFRII est activé en premier, ce qui a pour conséquence sa phosphorylation. Il 

phosphoryle le TGFRI, qui phosphoryle à son tour deux protéines de la famille des Smad 2 et 

Smad 3, via la protéine SMAD Anchor for Receptor Activation (SARA). Ces Smad 

phosphorylées vont former un complexe avec Smad 4, pour ensuite transloquer dans le noyau 

pour y activer ou y réprimer des gènes. Un schéma de la voie de signalisation du TGF-β est 

présenté Figure 1.16. 

 

 

Figure 1.16 : voie de signalisation du Transforming Growth Factor-β faisant intervenir 

les Smad. 
Le récepteur du TGF-β, une fois phosphorylé en présence de TGF-β, phosphoryle Smad 2 et Smad 3 en présence 

de SARA. Smad 2 et Smad 3 forment un complexe avec Smad 4, complexe qui transloque dans le noyau pour 

moduler l’expression de gènes. 

SARA : SMAD anchor for receptor activation , TGF-β : Transforming Growth Factor-β, TGFR : Transforming 

Growth Factor Receptor. Adapté de [181]. 

 

3.2.3.2) Emphysème 

Une autre pathologie associée au remodelage de la MEC est l’emphysème pulmonaire. Il 

s’agit d’une pathologie dégénérative chronique caractérisée par un déséquilibre entre la 

destruction et la réparation de la paroi alvéolaire, ce qui aboutit à la destruction progressive 

des alvéoles.  

Différents processus sont impliqués dans la destruction alvéolaire lors de l’emphysème. 
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L’exposition à la fumée de cigarette, à des oxydants, à du LPS ou à d’autres matériaux dans le 

cadre d’expositions professionnelles, comme certaines poussières métalliques ou organiques 

[182] va induire une inflammation, via les polynucléaires neutrophiles et les macrophages, 

tout en occasionnant des lésions dans le tissu pulmonaire. Une exposition prolongée peut 

activer 3 phénomènes interactifs : la destruction des alvéoles via un déséquilibre de la balance 

protéases/antiprotéases, la sénescence et l’apoptose des cellules ainsi qu’un stress oxydant 

[183]. 

 

Parmi les protéases impliquées dans le développement de l’emphysème, on peut citer 

l’élastase sécrétée par les neutrophiles. Les macrophages sécrètent en réponse à l’élastase des 

neutrophiles différentes protéases, y compris plusieurs MMP : la MMP-1, la MMP-2, la 

MMP-9 et la MMP-12 [184]. La MMP-12, en particulier, a été démontrée comme étant 

indispensable au développement de l’emphysème après exposition à la fumée de cigarette sur 

un modèle de souris [185]. De même, il a été démontré que des souris exprimant la MMP-1 

humaine développaient un emphysème [174]. Les MMP sont également responsables de la 

dégradation de l’α1-antitrypsine, un inhibiteur de l’élastase sécrétée par les neutrophiles [184]. 

De fait, une déficience en α1-antitrypsine a été démontrée comme étant un facteur de risque 

génétique pour l’emphysème [186]. Il a également été démontré que les macrophages 

alvéolaires des patients atteints d’emphysème synthétisaient moins de TIMP-1 

comparativement aux macrophages de patients non atteints d’emphysème [187]. 

L’augmentation de la sécrétion des MMP, associée à la diminution de sécrétion des TIMP, est 

susceptible de faire pencher la balance MMP/TIMP en faveur des MMP et donc de mener à la 

destruction de la matrice des alvéoles. Les différentes enzymes impliquées dans le 

déséquilibre de la balance protéases/antiprotéases sont présentées dans la Figure 1.17. 
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Figure 1.17 : mécanismes menant au déséquilibre de la balance protéases/antiprotéases 

dans le poumon. 
Adapté de [184]. 

 

 

On retrouve, dans le développement de la fibrose comme de l’emphysème, l’importance de 

différents membres de la famille des MMP, et en particulier la MMP-1. Une modulation de 

l’expression de la MMP-1 suite à une exposition aux NP de TiO2 ou de NC est donc 

susceptible d’avoir des conséquences en termes de développement de ces pathologies. 
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Résumé du chapitre : questions non résolues au début de ces travaux de thèse, en 

octobre 2008 

 

Quels sont les effets de NP de TiO2 et de NC sur l’expression de la MMP-1 ? 

L’étude de Chen et coll. [6] démontre que l’exposition aux NP de TiO2 est susceptible 

d’entraîner une dégradation de la MEC. Les études in vitro et in vivo ont démontré que 

l’exposition aux NP de TiO2 pouvait entraîner une synthèse de MMP [6]. La MMP-1 joue un 

rôle important dans la dégradation de la MEC, bien que son expression suite à une exposition 

à des NP de TiO2 n’ait pas été étudiée. En ce qui concerne l’expression de la MMP-1 après 

exposition aux NP de NC, il a été rapporté une expression de la MMP-1 après exposition à des 

NP de NC de 95 nm de diamètre sur des cellules de la lignée A549 à une dose de 10 µg/cm² 

[8]. Les auteurs n’ont pas observé d’effet du NC sur l’expression de la MMP-1. 

 

Quels sont les effets de NP de TiO2 et de NC sur le développement de pathologies 

respiratoires, ou sur des pathologies déjà existantes comme l’emphysème ? 

S’il est possible que l’exposition aux NP de TiO2 et de NC induise un remodelage matriciel, 

alors l’exposition à ces NP est donc susceptible d’induire ou d’aggraver des pathologies 

respiratoires. La seule étude reliant exposition aux NP de TiO2 et pathologies pulmonaires 

était celle de Chen et coll., laquelle montrait que l’exposition par instillation intratrachéale de 

souris à des doses de 0.5 mg de NP de TiO2 à des souris donnait lieu à des lésions pulmonaires 

de type emphysème [6]. L’effet aggravant des NP de NC sur des modèles de pathologies de 

type fibrose avait déjà été décrit [141], de même que son effet sur des pathologies de type 

asthme [140]. En revanche, son effet sur des pathologies de type emphysème n’était pas 

connu en 2008.  

 

Quel est l’impact des caractéristiques physicochimiques des NP de TiO2 et de NC sur 

leurs effets biologiques ? 

Plusieurs caractéristiques physicochimiques des NP de TiO2 et de NC ont été démontrées 

comme pouvant influer les effets biologiques des NP. Cependant, le déterminant principal des 

effets biologiques des NP n’est pas connu à l’heure actuelle. La difficulté de faire varier un 

seul paramètre physicochimique des NP dans les études, de manière à pouvoir évaluer 

l’impact précis de ce dernier, associé au manque de caractérisation des NP dans les études les 

plus anciennes, font qu’il était, en 2008, difficile de savoir s’il existe un déterminant principal 

des effets biologiques des NP. 
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1) Caractérisation des particules 

Afin de pouvoir relier les effets biologiques des particules à leurs propriétés 

physicochimiques, il est important d’avoir une caractérisation précise de paramètres 

physicochimiques comme la composition chimique, la forme, la surface spécifique ou l’état 

d’agrégation de ces NP. Nous avons voulu caractériser les particules utilisées de façon plus 

approfondie que les informations données par les fournisseurs. Cette caractérisation a été 

réalisée lorsque les NP sont sous forme de poudre, mais également lorsqu’elles sont en 

solution et à l'intérieur des cellules. 

Les données des 5 NP de TiO2, de la NP de NC et du TiO2 de taille micrométrique sont 

détaillées dans le tableau 2.1, telles qu’elles nous ont été transmises par les fournisseurs.  

 

Particule Origine Composition Forme 

Variété 

cristalline 

(pour TiO2) 

Dimensions 

Surface 

spécifique 

(m²/g) 

FW2 Evonik NC Sphérique  13 nm 350 

Micro 
Accros 

Organics 
TiO2 Sphérique Anatase 200 nm ND 

A10 Nanoamor TiO2 Sphérique Anatase 10 nm 120 

A15 
Sigma 

Aldrich 
TiO2 Sphérique Anatase <15 nm 190-290 

A/R 
Sigma 

Aldrich 
TiO2 Sphérique Anatase/rutile 25-75 nm 20-25 

Rrond Nanoamor TiO2 Sphérique 

Anatase 80% 

/rutile 20% 

(a) 

30-40 nm 30 

Rbâton Nanoamor TiO2 + SiO2 
Forme de 

bâton 
Rutile 10*40 nm 160 

Tableau 2.1 : caractéristiques physicochimiques des particules utlisées lors de l'étude, 

telles que transmises par les fournisseurs.  
ND : non disponible. 

(a) : renseignement apporté en 2011. Au moment de l’achat, la fiche technique indiquait rutile. NC : Noir de 

Carbone, TiO2 : Dioxyde de Titane. 

 

1.1) Microscopie Electronique en Transmission  

Les objectifs de cette technique sont multiples : notamment vérifier la forme et la taille des 

particules, leur état d’agrégation en absence de cellules. 

 

Matériels  

Les NP ont été dispersées dans l’eau à raison de 100 µg/mL et 10 µL de solution ont été 

déposées sur des grilles de cuivre recouvertes de formvar/carbone et effluvées (rendues 

hydrophiles). Les grilles ont été directement observées.  
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L’appareil utilisé a été un microscope Philips EM 208 (Centre Commun de Microscopie 

Electronique, UMR 8080, CNRS/université Paris XI). Les observations ont été réalisées au 

grossissement 25000, sous une tension d’accélération maximale de 80 kV. 

 

1.2) Analyse Dispersive en Energie (EDS) 

Principe  

Cette technique est utilisée pour détecter la présence éventuelle d’impuretés à la surface de 

particules, à la suite de la microscopie électronique en transmission. 

Lorsque les particules sont bombardées par les électrons du microscope, celles-ci réémettent, 

entre autres, des rayons X (ce phénomène est appelé fluorescence X). Les énergies de 

réémission des rayons X sont spécifiques des éléments chimiques présents dans la matière, 

donc le spectre des rayons X émis par la particule est spécifique de sa composition. 

 

Protocole  

Les suspensions de particules sont diluées dans de l'eau à raison de 100 µg/mL, déshydratées 

et montées sur des grilles de microscopie électronique en transmission en cuivre recouvertes 

d’un film formvar/carbone et effluvées. Le microscope utilisé est un Jeol 1200 EX II (Jeol, 

Tokyo, Japon). L’appareil permettant de réaliser l’EDS, appelé spectromètre X à énergie 

dispersive, est un EDS oxford, link Isis 300 (Oxford instruments Abingdon Royaume Uni). 

Ces analyses ont été effectuées par le Laboratoire d'Etude des Particules Inhalées (LEPI). 

 

1.3) Méthode Braunauer, Emmett et Teller (BET) 

L’objectif de cette technique est de déterminer la surface spécifique
27

 d’une particule en 

poudre. 

 

Principe 

Cette technique est basée sur la théorie de l’adsorption de l’azote à basse température, 

développée par Brunauer, Emmett et Teller [188]. Cette théorie permet, à l’aide du volume 

d’azote adsorbé par une particule en poudre, de calculer le volume d’azote adsorbé, en 

monocouche, à la surface de l’échantillon. L’aire de cette monocouche, qui correspond à la 

surface de l’échantillon, est alors calculée à l’aide de l’aire d’une molécule d’azote et de la 

formule suivante :  

                                                 
27

 La surface réelle, comparée à la surface apparente. Cf page 6. 
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Avec S la surface totale de l’échantillon en m², NA le nombre d’Avogadro, Vmonocouche le 

volume de la monocouche adsorbée en m
3

, AAzote l’aire de l’azote en m² et VM le volume 

molaire de l’échantillon en m
3
.  

On en déduit la surface spécifique de l’échantillon en divisant la surface obtenue par la masse 

d’échantillon (en g). 

 

Protocole  

L’appareil utilisé est le Micromeritics Flowsorb 2300 (Micromeritics, Norcross, USA), et les 

expériences ont eu lieu au CEA de Saclay, au laboratoire Francis Perrin. L’échantillon, sous 

forme de poudre, est d’abord pesé puis dégazé sous vide pendant 30 minutes à 200°C pour 

éliminer les molécules déjà déposées à la surface de l’échantillon. Ensuite, l’échantillon est 

refroidi, puis de l’azote gazeux est injecté et se fixe à la surface de l’échantillon. L’échantillon 

est réchauffé pour libérer le gaz auparavant adsorbé, dont le volume est mesuré. L’appareil en 

déduit le volume adsorbé ainsi que la surface de l’échantillon. L’échantillon est repesé de 

manière à obtenir sa masse finale après dégazage et pouvoir en déduire sa surface spécifique. 

 

1.4) Mesure du potentiel zêta 

Définition du potentiel zêta 

Le potentiel zêta ζ représente la charge que la particule acquiert grâce aux ions qui l’entourent 

lorsqu’elle se trouve en suspension. Une particule chargée négativement est, en solution, 

entourée d’une couche d’ions chargés positivement. Si on s’éloigne de la particule, le 

potentiel va varier pour finalement atteindre la neutralité. Le potentiel zêta correspond au 

potentiel électrique mesuré au niveau du diamètre hydrodynamique, c'est-à-dire au niveau du 

plan de cisaillement
28

de la particule. Un schéma indiquant les charges et potentiels d’une 

particule en suspension est présenté Figure 2.1. 

 

 

                                                 
28

 Plan de cisaillement : limite à partir de laquelle le liquide qui entoure la particule ne la suivra pas si celle-

ci se déplace 
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Figure 2.1 : charges et potentiels d'une particule en suspension. 

 

En pratique, plus ce potentiel est élevé en valeur absolue, plus la charge s’intensifie. De ce 

fait, les particules chargées se repoussent l’une l’autre lorsqu’elles sont proches les unes des 

autres, ce qui assure une stabilité à la suspension (c'est-à-dire que la suspension ne 

s’agglomère pas). A l’inverse, si le potentiel zêta est faible en valeur absolue, les particules 

vont se retrouver peu chargées, et peuvent se retrouver en contact plus facilement que lorsque 

le potentiel zêta est élevé. Les probabilités de collision, et donc d’agglomération, se 

retrouvent donc augmentées et la stabilité de la suspension diminuée. Ainsi, le potentiel zêta 

est souvent considéré comme un indicateur de la stabilité de la suspension. Globalement, on 

considère qu’une solution est stable lorsque son potentiel zêta est inférieur en valeur absolue à 

20 mV [189]. 

 

Le principal paramètre influant sur le potentiel zêta est le pH. En effet, lorsque le pH est 

acide, les particules tendent à acquérir des charges positives, et lorsqu’il est basique, les 

particules tendent à acquérir des charges négatives. De ce fait, on définit le point isoélectrique  

pI comme le pH pour lequel le potentiel zêta est nul. 

 

Principe de la mesure  

La mobilité des particules dépend, entre autres, de leur charge propre et de la charge du 

cortège d’ions qui les entoure, donc de leur potentiel zêta. En calculant la vitesse de 

déplacement des particules dans un milieu donné, on peut donc obtenir leur potentiel zêta. 

Pour ce faire, l’appareil applique un champ électrique dont le signe change régulièrement 

dans la suspension, ce qui entraîne le déplacement des particules d’un pôle à l’autre. La 

mesure de leur vitesse se fait grâce à la technique de vélocimétrie laser Doppler, technique qui 

repose sur la mesure du décalage en fréquence de faisceaux laser éclairant la solution. 
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Protocole  

Ces expériences ont eu lieu au laboratoire Francis Perrin. L’appareil utilisé est le ZetaSizer 

HS 3000 (Malvern Instruments, Malvern, UK). Les particules sont diluées à 100 µg/mL dans 

du DMEM sans rouge de phénol et directement injectées dans l’appareil en faisant attention 

de ne pas introduire de bulles pour ne pas perturber la mesure. 

 

Pour la détermination du point isoélectrique, 50 mL de suspension de particules à 100 µg/mL 

sont préparés. La sonde pH est d’abord calibrée, puis on rajoute à la suspension 0.5 mL de 

NaCl à 10 mM pour vérifier qu’il y a assez de contre-ions. La titration est réalisée entre pH 3 

et pH 10. 

 

1.5) Spectroscopie par corrélation de photons (SCP) 

Cette technique, appelée aussi diffusion dynamique de la lumière ou diffusion quasi élastique 

de la lumière, est la seule permettant d’obtenir le diamètre hydrodynamique (diamètre prenant 

en compte la couche de solvatation au voisinage des particules) de particules en suspension de 

taille comprise entre 3 nm et 3 µm [190]. 

 

Principe  

Lorsqu’une suspension colloïdale est traversée par un faisceau de lumière monochromatique 

et focalisée (un rayon laser), les particules dispersent une partie de ce faisceau dans toutes les 

directions. L’intensité du faisceau ainsi dispersé varie en fonction du temps, du fait du 

mouvement brownien
29

 et donc de l’éloignement des particules. A l’aide d’un 

photomultiplicateur, l’appareil analyse les fluctuations d’intensité pour en déduire le 

coefficient de diffusion des particules. On obtient ensuite le diamètre hydrodynamique des 

particules à partir de leur coefficient de diffusion grâce à l’équation de Stokes-Einstein, en 

supposant que les particules soient sphériques.  

 

Protocole  

Ces expériences ont eu lieu au laboratoire Francis Perrin. L’appareil utilisé est le ZetaSizer 

HS 3000. 

                                                 
29

 Mouvement aléatoire dû aux chocs avec les petites molécules du fluide 
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Les particules sont diluées à une concentration de 100 µg/mL : toutes les particules sont 

diluées dans le milieu de culture des cellules. De plus, les NP A15 et FW2, qui sont utilisées 

diluées dans de l’Albumine de Sérum Bovin (ASB) dans les études sur les rats, sont 

également diluées dans l’ASB. Les différentes suspensions sont soniquées comme pour une 

stimulation de cellules, c’est à dire 10 minutes dans un bain à ultrasons Elmasonic S30H, 

Elma 50-60 Hz. Les suspensions sont ensuite mélangées par pipetage/refoulement, et la 

lecture est faite immédiatement. L’expérience est réalisée 3 fois pour chaque particule.  

 

1.6) Production per se de ROS : plasmide phiX174 RFI 

Principe  

La capacité des particules à générer des ROS par elles-mêmes, c'est-à-dire en dehors de tout 

contexte cellulaire, a été mesurée. Pour cela, nous avons utilisé les propriétés de l’ADN du 

plasmide phiX174 RFI. Cet ADN est en effet superenroulé, et il a la capacité de se 

désenrouler lorsqu’il se trouve en présence de ROS [191]. De plus, il peut être linéarisé s’il se 

trouve en présence d’endonucléase. 

 

Protocole  

290 ng d’ADN de plasmide (Life Technologies, Cergy-Pontoise, France) ont été mis en 

présence de particules à 1000 µg/mL diluées dans de l’eau, pendant 8 heures à 37°C. Un 

contrôle positif a été réalisé en incubant le plasmide avec une endonucléase de restriction, la 

PstI (Life Technologies). Un contrôle négatif a été réalisé, sans enzyme de restriction ni 

particules. 

Après l’incubation, les différentes formes de l’ADN (superenroulé, désenroulé, linéarisé) sont 

séparées sur un gel d’agarose à 0.8% pendant 16 heures à 30 mV. 

 

1.7) Evaluation de la présence d'endotoxines : test Limulus Amebocyte Lysate 

Principe  

Les endotoxines sont des composants de la membrane externe des bactéries Gram négatives, 

et sont composées de lipides, glucides et LPS. Le LPS est reconnu comme ayant le plus 

d’effets biologiques parmi les différentes endotoxines. La présence d’endotoxines est un 

paramètre important à examiner sur les particules de l’étude, car ces endotoxines peuvent 

induire des effets inflammatoires forts, en particulier via l’activation de l’inflammasome 

[192]. 
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Protocole  

Les particules de la solution stock ont été soniquées pendant 10 minutes, avant d’être 

centrifugées à 18000 g pendant 10 minutes. Les surnageants ont été récupérés, avant d’être 

centrifugés une deuxième, puis une troisième fois. La quantité d’endotoxine des surnageants 

finaux a été réalisée avec le kit QCL-1000 (Lonza, Basel, Suisse).  

L’absorbance a été mesurée à 405 nm à l’aide d’un spectrophotomètre (Multiskan Ex, Thermo 

Fischer Scientific, San Jose, CA, USA). 

 

2) Culture cellulaire 

2.1) Cellules 

2.1.1) Lignée cellulaire 

Le modèle cellulaire utilisé dans cette étude est la lignée MRC-5 (CCL-171, ATCC, 

Manassas, VA, USA). Il s’agit de fibroblastes non transformés, dérivés de tissus pulmonaires 

fœtaux humains. Les cellules sont cultivées dans un milieu Dubelcco’s Modified Eagle 

Medium Glutamax (DMEM, Life Technoligies) contenant 4.5 g/L de glucose, supplémenté en 

antibiotiques (streptomycine : 100 µg/mL et pénicilline : 100 U/mL, PAA Laboratories 

GmbH, Pasching, Autriche) et en Sérum de Veau Fœtal (SVF, PAA) à 10%, à 37°C dans un 

incubateur humidifié à 5% de CO2. Des images représentatives des cellules en culture sont 

représentées Figure 2.2. 

 

 

Figure 2.2 : cellules MRC-5 à faible densité (à gauche) et forte densité (à droite) 

observées en microscopie optique
30

. 
 Barre d’échelle : 100 µm 

 

                                                 
30

 Adapté du site internet http://www.lgcstandards-atcc.org/Attachments/1752.jpg, consulté en ligne le 23 

août 2011 

http://www.lgcstandards-atcc.org/Attachments/1752.jpg
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Dans toutes les expériences, les cellules sont ensemencées à une densité permettant 80 % de 

confluence en 3 jours (soit 1.6x10
4
 cellules par cm²). 

Toutes les expériences ont été réalisées entre le 18
ème

 et le 22
ème

 passage des cellules. 

 

2.1.2) Fibroblastes primaires 

Des fibroblastes humains ont été obtenus à partir de biopsies de poumons de 3 patients non 

fumeurs opérés pour une exérèse de cancer du poumon. Les fibroblastes ont été obtenus à 

l’hôpital Xavier Bichat, à Paris, d’un fragment de poumon situé à distance de la zone tumorale 

et isolés comme décrit par l’équipe d’Akamine [193]. L’exposition aux particules a eu lieu au 

passage 5. 

 

2.2) Exposition des cellules aux particules 

Les particules sont préparées dans du DMEM sans SVF ni rouge de phénol, à des doses de 2 

mg/mL. Elles sont ensuite aliquotées et congelées à l’abri de la lumière. 

Avant chaque exposition aux particules, les cellules sont rincées avec du milieu sans SVF, afin 

d’éliminer toute trace de ce dernier. En effet, le SVF est connu pour être un agent dispersant 

des particules [194] et nous avions décidé de ne pas utiliser d’agent dispersant, afin 

d’observer les effets de particules sans qu’elles aient subi de modification. Après leur 

décongélation, les particules sont soniquées : 10 minutes dans un bain à ultrasons Elmasonic 

S30H, Elma 50-60 Hz. Elles sont ensuite diluées dans du DMEM sans SVF pour atteindre 

leur concentration finale. Les concentrations utilisées vont de 0.2 à 400 µg/cm². 

Selon les expériences, les cellules sont exposées aux particules dans des puits de différentes 

surfaces, et c’est pour conserver le ratio entre le volume de milieu de culture et la surface 

occupée par les cellules que la concentration des particules est exprimée en µg par la surface 

occupée par les cellules. La quantité de milieu de stimulation est donc fixée, ici à 200 µL/cm².  

 

Dans certaines expériences, les cellules ont été prétraitées avant leur exposition aux particules 

: avec de la N-Acétyl Cystéine (NAC, Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) à 5 mM pendant 1 

heure, avec de l’IL-1 Ra (R&D System Europe, Abingdon, UK) à 50 ng/mL pendant 2 heures. 

Enfin, dans d’autres séries d’expériences, les cellules ont été traitées avec 10 ng/mL de TGF-β 

(R&D Systems) après leur exposition aux particules. 
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3) Etude in vivo 

3.1) Animaux 

Cette étude a été réalisée en collaboration avec l’Institut National de l’Environnement 

Industriel et des Risques (Ineris), de Verneuil en Halatte. 

L’étude a porté sur 240 rats Sprague-Dawley mâles âgés de 6 à 8 semaines, pesant entre 250 

et 300 grammes. Ils ont été obtenus auprès de Janvier (Le Genest Saint Isle, France) et ont été 

logés dans l’animalerie conventionnelle de l’Ineris, à Verneuil en Halatte. Ils ont été gardés 

dans une animalerie avec air conditionné (22°C, 60% d’humidité relative) et ont eu accès ad 

libitum à l’eau et à la nourriture. Le protocole expérimental a été approuvé par le comité local 

d’éthique pour l’expérimentation animale. 

 

3.2) Exposition des animaux 

L’expérimentation a été réalisée selon le protocole suivant : 

Au temps J1, après une anesthésie avec un mélange de kétamine (1.6 mg, Merial, Lyon, 

France) et de xylazine (300 µg, Bayer, Puteaux, France), la mise en place d’une canule et la 

mise sous respirateur (UGO BASILE) à une fréquence de 150 mouvements par minute 

pendant 30 secondes, 120 rats ont été instillés par voie intratrachéale avec 150 μL de sérum 

physiologique à 0.9% et 120 autres avec de l’élastase pancréatique porcine à 150 U (Elastin 

Products Company, Owensville, USA).  

Au temps J7, dans chacun des deux groupes, les rats ont été instillés avec de l’ASB à 0.5 

mg/mL, des NP A15, ou des NP de FW2. Les NP ont été mises en suspension dans de l’ASB, 

le volume de NP instillé étant de 150 μL. Deux séries d’expériences ont été réalisées : une 

dans laquelle la quantité de NP instillée était de 100 µg par animal, et l’autre dans laquelle la 

quantité était de 500 µg par animal. 

La moitié des rats de chaque groupe a été sacrifiée à J8, soit le lendemain de l’instillation des 

NP et l’autre moitié à J21, soit 14 jours après l’instillation des NP. Le sacrifice a été réalisé 

par injection par voie intrapéritonéale de 0.5 mL de penthobarbital. Au total, 24 groupes 

expérimentaux de 10 rats ont ainsi été obtenus. Le protocole expérimental est résumé sur la 

Figure 2.3. 
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Figure 2.3 : protocole expérimental de l’étude in vivo : exposition des animaux et 

prélèvements/analyses réalisés. 

ASB : Albumine de Sérum Bovin, LBA : Lavage Bronchoalvéolaire, PCR : Polymerase Chain Reaction. 

 

Les animaux de chaque groupe sont répartis comme suit :  

 

 Pour 6 rats de chaque groupe ont été effectués un recueil du liquide de LBA et un 

prélèvement d’une partie du parenchyme pulmonaire afin de permettre l’étude de 

l’expression en ARNm de différents marqueurs grâce à la technique de Polymérase 

Chain Reaction quantitative en temps réel (RT-qPCR). 

 

 Pour 4 rats de chaque groupe, les poumons ont été fixés et conservés avec du 

formaldéhyde à 4%, puis inclus en paraffine. Les poumons sont coupés de façon 

sagittale en coupes de 5 µm d'épaisseur, de la même manière pour tous les animaux. 

Certaines lames ont été gardées « blanches » pour permettre des analyses en 

immunohistochimie, d’autres ont été colorées à l’Hématoxyline-Eosine (HE) pour les 

analyses morphologiques. 

 

Pour réaliser le LBA, les poumons ont été lavés 3 fois avec 9 mL de Phosphate Buffered 

Saline (PBS, Life Technologies). Le LBA obtenu a été centrifugé (5 minutes, 150 g à +4°C). 

Le comptage des cellules a été réalisé, après coloration au bleu trypan, sur des cellules de 

comptage May-Grünwald-Giemsa. 

 

4) Cytotoxicité 

Deux tests ont été utilisés afin de mesurer la toxicité induite par les particules utilisées. Le 

premier test, le WST-1, mesure l’activité mitochondriale des cellules. Le deuxième test, 
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réalisé grâce au Hoechst, un intercalant de l’ADN, est utilisé afin de quantifier le contenu en 

ADN des cellules.  

 

4.1) WST-1  

Principe  

Le test WST-1 (Roche, Grenoble) a pour but d’évaluer la toxicité cellulaire au niveau 

mitochondrial. Le WST-1 (4-[3-(4-Iodophényl)-2-(4-nitrophényl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-

benzène disulfonate) est un sel de tétrazolium de couleur rose. Sous l’action des succinate 

réductases de la chaîne respiratoire mitochondriale, il est réduit en formazan, composé jaune 

qui absorbe à 450 nm. Comme seules les mitochondries des cellules vivantes peuvent réduire 

le WST-1, l’absorbance à 450 nm est proportionnelle au nombre de cellules vivantes.  

 

Protocole  

Les cellules sont exposées aux particules à des concentrations de 0.2 µg/cm², 2 µg/cm², 10 

µg/cm², 20 µg/cm², 100 µg/cm² ou 400 µg/cm² pendant 6, 24 ou 48 heures. Elles sont rincées 

avec du DMEM sans Hépès, ni rouge de phénol, ni SVF, puis mises en contact avec 100 µL 

par puit de WST-1 dilué au 1/10ème dans du milieu de culture. Après une incubation à 37°C à 

l’obscurité pendant 2 heures, l’absorbance est mesurée à 450 nm à l’aide d’un lecteur de 

plaques (Multiskan Ex, Thermo Fischer Scientific, San Jose, CA, USA). Les résultats sont 

exprimés en pourcentage de viabilité par rapport aux cellules non traitées (cellules contrôle). 

Afin de vérifier l’absence d’interférences entre les particules et le test, 400 µg/cm² de 

particules ont été mises en contact avec le réactif en l’absence de cellules. Aucune 

interférence n’a été observée. 

 

4.2) Quantification de l’ADN 

Principe  

La quantification de l’ADN se fait à l’aide de la bisbenzimide (ou Hoechst 33258), marqueur 

fluorescent qui se lie aux séquences AT de l’ADN double brin. Elle donne une indication du 

nombre de cellules vivantes. 

 

Protocole  

Les cellules sont exposées aux particules à des concentrations de 0.2 µg/cm², 2 µg/cm², 10 

µg/cm², 20 µg/cm², 100 µg/cm² ou 400 µg/cm² pendant 6, 24 ou 48 heures. Elles sont ensuite 

rincées au milieu DMEM sans Hépès ni rouge de phénol ni SVF. Le milieu est remplacé par 
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200 µL d’une solution de Hoechst à 0.4 µg/cm² (DNA quantification kit fluorescence assay, 

Sigma Aldrich). La lecture se fait avec un lecteur de plaque à fluorescence (TriStar LB 941, 

Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany), la longueur d’onde d’excitation est à 360 nm 

et celle d’émission à 460 nm. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport aux 

cellules non traitées (cellules contrôle).  

Afin de vérifier l’absence d’interférences entre les particules et le test, une concentration 

connue d’ADN a été mise en contact avec les particules. Aucune interférence n’a été détectée. 

 

5) Mesure de la production de ROS 

Principe  

La mesure de la production de ROS par les cellules a été réalisée à l'aide de la sonde 2'–7' 

dichlorodihydrofluorescéine diacétate (DCFH-DA). Cette sonde, lorsqu'elle est internalisée 

par les cellules, est clivée par les estérases cellulaires pour donner le DCFH. Ce sont ensuite 

les ROS produits par la cellule qui l'oxydent en DCF, composé fluorescent. 

 

Protocole  

Le DCFH est suspendu dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) à la concentration 8 mM. Il est  

dilué au 1/100ème dans du milieu de culture, avant d'être mis en présence des cellules pendant 

30 minutes. Les cellules sont ensuite rincées et exposées aux particules à la dose 10 µg/cm² 

pendant 1, 3, 6, 24 ou 48 heures. La lecture est réalisée sur un fluorimètre TriStar LB 941 à 

une longueur d'onde d'excitation de 488 nm (longueur d'onde d'émission de 520 nm). Les 

résultats sont rapportés à ceux du témoin sans particules. 

 

6) Etude de la transcription de gènes par RT-qPCR 

6.1) Extraction des ARNm 

6.1.1)  A partir des cellules 

Les cellules sont exposées pendant 6, 24 et 48 heures aux doses de 10 et 100 µg/cm². 

L’extraction d’ARNm est réalisée à l’aide du kit Nucleospin RNA II
TM 

(Macherey-Nagel 

GmbH& Co. KG, Düren, Allemagne) conformément aux instructions du fournisseur. 
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6.1.2) A partir des poumons de rats 

Les poumons des rats ont été broyés suivant le protocole indiqué par le kit RNeasy Mini 

(Qiagen, Hilden, Allemagne) et 30 mg de poumon total de chaque animal a été récupéré. 

L’ARNm a ensuite été extrait conformément aux instructions du kit.  

 

La qualité des ARNm obtenus, que ceux-ci proviennent des cellules ou des poumons des rats, 

a été vérifiée en les faisant migrer sur un gel contenant 1.6% d’agarose. Ceci permettait de 

séparer les sous unités 18S et 28S des ARNm. 

 

6.2) Transcription inverse 

La transcription inverse, qui donne lieu à la synthèse du premier brin d’ADN complémentaire, 

est ensuite réalisée. Pour ce faire, un mélange d’oligodT (0.4 µL), de random hexamer (0.4 

µL), et d’eau (1.2 µL) est rajouté à 1 µg d’ARN préalablement dosé. De l’eau DNAse et 

RNAse free est ensuite ajoutée afin d’obtenir un volume final de 30 µL. Ce mélange est 

dénaturé 2 minutes à 70°C. La température est ensuite diminuée afin de permettre 

l’hybridation des oligonucléotides avec l’ARNm. La transcription reverse est enfin réalisée en 

ajoutant l’enzyme MMLV (2 µL de Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase, 

Life Technologies) en présence de dNTP (2 µL à 10 mM), de son tampon (10 µL tampon 

MMLV, Invitrogen) et d’eau RNase et DNase free (5 µL), pendant 2 heures à 37°C. L’ADNc 

obtenu est directement utilisable pour la PCR, au cours de laquelle il sera amplifié. 

 

6.3) PCR 

Les ADNc obtenus sont amplifiés à l’aide d’un kit de détection Sybr QPCR Supermix (Life 

Technologies). Pour ce faire, 5 µl d’ADNc dilué au 1/10ème, dans de l’eau DNase et RNase-

free, sont ajoutés à 15 µl d’un mélange contenant du SybrGreen (qui émet un signal 

fluorescent lorsqu’il est lié à l’ADN), la JumpTaq polymérase, du ROX (servant de 

fluorochrome passif permettant de normaliser les résultats), de l’eau et les primers des gènes à 

étudier (à 43 ng/ml).  

La PCR est réalisée avec un appareil ABI PRISM 7000 Sequence (Life Technologies). Elle se 

déroule en trois étapes : un premier cycle de 2 minutes à 94 °C pour activer l’enzyme, suivi de  

40 cycles de 30 secondes à 94°C et de 1 minute à 60°C, afin d’amplifier la séquence 

correspondant aux amorces. Enfin, 1 minute à 94°C, 30 secondes à 60°C et 30 secondes à 

94°C permettent de dissocier l’ADN, obtenant ainsi la courbe de dissociation qui sert à 

vérifier la qualité de l’amplification obtenue. 
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Une particularité de cette technique est le choix d’un gène de référence ou gène de ménage. Il 

permet de normaliser les différences liées à la qualité et à la quantité des acides nucléiques 

extraits. Ce gène doit être un gène endogène d’expression constante et être amplifié par PCR 

avec une efficacité similaire à celle du gène cible. Il est important de valider la stabilité 

d’expression du gène choisi comme référence en vérifiant que les niveaux d’expression de ce 

gène sont équivalents dans les différentes conditions expérimentales. 

Deux gènes de ménage ont été sélectionnés : chez l’Homme, il s’agit du Splicing factor 3A 

subunit 1 (SF3A1). Chez le rat, le gène de ménage sélectionné est celui de l’Hypoxanthine 

Phosphoribosyltransférase (HPRT). 

 

Les séquences des amorces utilisées pour les différents gènes étudiés sont décrites dans les 

Tableaux 2.2 (amorces humaines) et 2.3 (amorces de rat). Les résultats sont exprimés en 

rapportant les résultats obtenus pour les différents gènes d’intérêt aux résultats obtenus pour le 

gène de ménage. 
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Nom 
Numéro d’accès 

Genbank 
Séquences (5’-> 3’) 

Taille du 

produit 

(bp) 

SF3A1 
NM_005877 

NM_001005409 

Sens : GCAGGATAAGACGGAATGGAAACTGA 

Antisens : TAGTAAGCCAGTGAGTTGGAATCTTTG 
179 

MMP-1 NM_002421 
Sens : ACTGCCAAATGGGCTTGAAG 

Antisens : GTCCCTGAACAGCCCAGTACTT 
92 

α-actine 
NM_001613 

NM_001141945 

Sens : CCTGTGAAGCAGCTCCAGCTA 

Antisens : TTTTGTCCCATTCCCACCAT 
175 

Procollagène-1 

α1 
NM_000088 

Sens : CCAGAAGAACTGGTACATCAGCAA 

Antisens : CGCCATACTCGAACTGGAATC 
95 

MMP-2 
NM_004530 

NM_001127891 

Sens : GCGGCGGTCACAGCTACTT 

Antisens : AGTCGGATTTGATGCTTCCAA 
96 

TIMP-1 NM_003254 
Sens : AGACCTACACTGTTGGCTGTGAG 

Antisens : GACTGGAAGCCCTTTTCAGAG 
130 

HO-1 NM_002133 
Sens : TTCTTCACCTTCCCCAACATTG 

Antisens : CAGCTCCTGCAACTCCTCAAA 
164 

NOX-1 
NM_013955 

NM_007052 

Sens : GGCTCCAAACCACCTCTTGA 

Antisens : ACATTCAGCCCTAACCAAACAAC 
90 

NOX-2 NM_000397 
Sens : CCAGTGAAGATGTGTTCAGCTATGA 

Antisens : AACCACTCAAAGGCATGTGTGT 
169 

NOX-3  NM_015718 
Sens : CCCTGGAAACACGGATGAGT 

Antisens : GTCCACAGAAGAACACGCCAAT 
237 

NOX-4 

NM_016931 

NM_001143836 

NM_001143837 

Sens : CCATCTAGTCAAGACTCCGAAATTC 

Antisens : GATTCCTCAAATGGACTTCCAAA 
98 

NOX-5 NM_024505 
Sens : CGGCCCCCTTTTTTTCACTA 

Antisens : GCCTTGGGACCGAATGTG 
144 

TGF-β NM_000660 
Sens : GGCCTTTCCTGCTTCTCATG 

Antisens : GGTCCTTGCGGAAGTCAATG 
153 

IL-1β  NM_000576 
Sens : GACTCACAGCAAAAAAGCTTGGT 

Antisens : TCAACACGCAGGACAGGTACA 
187 

Tableau 2.2 : séquences des amorces des différents gènes humains étudiés. 

Nom 
Numéro d’accès 

Genebank 
Séquences (5’-> 3’) 

Taille du 

produit 

(bp) 

HO-1 NM_012580.2 
Sens : TGCTGACAGAGGAACACAAAGA 

Antisens : CGGTCGCCAACAGGAAACT 
186 

IL-1β NM_031512.2 
Sens : CTGTGACTCGTGGGATGATG 

Antisens : GGGATTTTGTCGTTGCTTGT 
210 

MCP-1 NM_031530 
Sens : CCAGAAACCAGCCAACTCTCA 

Antisens : TGTGAACAACAGGCCCAGAAG 
90 

MIP-2 NM_053647.1 
Sens : AGGATCGTCCAAAAGATACTGAACA 

Antisens : TTGATTCTGCCCGTTGAGGTA 
90 

MMP-1 NM_001134530.1 
Sens : GCCAACAGGTGCAACAACAC 

Antisens : GCATCAAGTTTACCTGGCAGATT 
186 

MMP-12 NM_053963.2 
Sens : CCCCAACACATTTCGTCTCTCT 

Antisens : GGATTTGTCAAGGATGGGTTT 
90 

HPRT NM_012583.2 
Sens : TGCTGAAGATTTGGAAAAGGTGT 

Antisens : TTATGTCCCCCGTTGACTG 
261 

Tableau 2.3 : séquence des amorces des différents gènes de rat étudiés. 
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7) Etude de l’expression protéique 

7.1) Western-Blot 

Principe  

Le Western Blot est une technique permettant l’identification d’une protéine spécifique dans 

un échantillon. Il permet également de quantifier celle-ci, mais d’une manière semi-

quantitative. 

 

7.1.1) Recueil des cellules 

Après exposition des cellules aux particules, les cellules sont rincées deux fois au PBS 1X, 

puis, 150 µL de tampon de lyse sont ajoutés. La composition du tampon de lyse est la 

suivante :  

NaCl 150 mM 

Hepes 10 mM 

Saccharose 500 mM 

Na2 EDTA 1 mM 

Nonidet (Igepal) 1% 

 

Un cocktail anti-protéases (Sigma Aldrich) a été rajouté à 1X, ainsi qu’un cocktail anti-

phosphatases (Sigma Aldrich) à 1X. Les boîtes de culture sont ensuite ‘grattées’ et les lysats 

récupérés, puis congelés.  

 

7.1.2) Western Blot 

La concentration en protéines est déterminée par la technique de Bradford (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA, USA). Des quantités égales de protéines (25 µg) sont déposées et 

migrent sur un gel de polyacrylamide à 10%, avant d’être transférées sur une membrane de 

PolyVinylidène DiFluoride (PVDF, Bio-Rad) pendant la nuit à 20 V à 4°C. Les sites non 

spécifiques des membranes sont bloqués à l’aide d’une solution de Tris-buffered saline + 

0.2% Tween (TTBS) et lait à 10% pendant une heure à température ambiante. Puis, après 3 

lavages de 10 minutes dans du TTBS, les membranes sont incubées avec l’anticorps primaire 

+ BSA 1% dans du TTBS à la dilution 1 :1000 pendant une heure à température ambiante. 

Après 3 lavages dans le TTBS, elles sont incubées avec l’anticorps secondaire couplé à la 

péroxydase (anti souris ou anti lapin, GE Healthcare, Little Chalfont, Angleterre) dilué dans 

du TTBS+BSA 1%, pendant une heure à même température. Après 3 autres lavages, la 
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détection est faite en utilisant l’Enhanced Chemi Luminescence (ECL, BioRad) pendant 5 

minutes, puis la révélation est effectuée sur une développeuse (AGFA Curix 60, Agfa-

Gevaert, Mortsel, Belgique). Un récapitulatif des différents anticorps utilisés est présenté dans 

le Tableau 2.4. 

 

Protéine 
Concentration 

finale 
Origine 

Référence 

fournisseur 

MMP-1 0.5 µg/mL R&D MAB901 

HO-1 1 µg/mL Enzo life sciences HC3001 

Smad 2 1 µg/mL Cell Signaling 3103 

Smad 2P 1 µg/mL Cell Signaling 3108 

Smad 3 1 µg/mL Cell Signaling 9513 

Smad 3P 1 µg/mL Cell Signaling 9520 

Smad 7 1 µg/mL R&D Systems MAB2029 

Emmprin 0.5 µg/mL BD Pharmingen 555961 

Caspase-1 1 µg/mL Cell Signaling 2225 

IκB-α 1 µg/mL Cell Signaling 9247 

β-actine 1 µg/mL Sigma-Aldrich A5316 

Tableau 2.4 : Anticorps utilisés en Western Blot. 

 

Pour les Smad 2 et 3, l’intensité de la bande pour la protéine phosphorylée est rapportée à 

l’intensité obtenue pour la protéine non phosphorylée. Pour la caspase-1, dont on mesure 

l’activation, l’intensité de la bande clivée (p20) est rapportée à l’intensité observée pour la 

procaspase-1. Pour les autres protéines étudiées, l’intensité est rapportée à celle de la β-actine, 

qui sert de référence. 

 

7.2) Immunohistochimie 

Principe  

L'immunohistochimie est une technique permettant de détecter et d'identifier une protéine 

spécifique dans une coupe de tissu. 

 

Protocole 

Les coupes de poumon gardées « blanches » sont déparaffinées par du xylène, puis 

réhydratées par une succession de bains d'alcool à concentration décroissante. Les sites 

spécifiques sont démasqués par l'action d'acide citrique 10 mM à pH 6 pendant 30 minutes. 

Ces sites aspécifiques sont ensuite bloqués par l'action de 1.5% de sérum correspondant à 

l'espèce de l'anticorps secondaire pendant 1 heure. Après rinçage au PBS, l'anticorps primaire 

est rajouté sur la nuit à +4°C. 

La liste des anticorps utilisés est présentée dans le Tableau 2.5. 
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Protéine 
Concentration 

finale 
Origine 

Référence 

fournisseur 

MMP-12 0.2 µg/mL Santa Cruz Biotechnology SC-8839 

CD68 0.5 µg/mL Abcam ab31630 

Tableau 2.5 : Anticorps utilisés en immunohistochimie. 

 

Nous avons utilisé deux anticorps primaires : le premier, de chez Santa Cruz Biotechnology 

CA, USA) est dirigé contre la MMP-12, et est dilué au 1/100
ème

, pour une concentration finale 

de 0.2 µg/mL. Le second, de chez  Abcam (Cambridge, Royaume-Uni), est dirigé contre un 

marqueur des macrophages, le CD68, et est dilué au 1/100
ème

, pour une concentration finale 

de 0.5 µg/mL. 

Après rinçage de l'anticorps primaire, l'anticorps secondaire biotinylé, dilué à 5µg/mL, est 

incubé avec les coupes pendant 30 minutes. Les coupes sont ensuite rincées, et incubées 30 

minutes avec le complexe avidine/biotine (Vector Avidine Phosphatase, Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, USA). Après une autre étape de rinçage, on rajoute le substrat Vector Red 

(Vector Laboratories) pendant 20 minutes. Les lames sont ensuite contre-colorées à 

l'hématoxyline de Mayer (Vector Laboratories) pendant 20 secondes avant d'être déshydratées 

et montées. Un contrôle négatif a été réalisé en remplaçant l'anticorps primaire par du sérum 

correspondant à l'espèce de cet anticorps. La quantification a été réalisée via le logiciel 

ImageJ [195].  

 

7.3) ELISA 

Principe 

L’ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) est une technique visant à détecter et à 

quantifier précisément la présence d’une cytokine dans un échantillon biologique. 

 

Protocole  

Les cellules ont été exposées aux particules à 10 ou 100 µg/mL pendant 6, 24 ou 48 heures. 

Elles ont été rincées avec du DMEM, puis mises en contact avec du PBS contenant 1% de 

Nonidet et 1% d’anti-protéases (Sigma Aldrich), centrifugées à 250 rotations par minute (rpm) 

pendant 1 heure à 4°C. Le contenu des puits a été récupéré par « grattage » avant d’être 

centrifugé pendant 15 minutes à 15000 g à +4°C. La quantité d’IL-1β présent dans ces 

surnageants a été déterminée à l’aide de l’ELISA dirigé contre l’IL-1β (R&D Systems) selon 

le protocole du fournisseur. 
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7.4) Mesure de l’activité de la MMP-1 

Principe  

La mesure de l’activité de la MMP-1 permet d’évaluer la quantité d’enzyme active. 

 

Protocole 

Les cellules ont été exposées aux particules à 10 ou 100 µg/mL pendant 6, 24 ou 48 heures. 

Leur surnageant a été récupéré, aliquoté et congelé à -80°C. L’activité de la MMP-1 présente 

dans ces surnageants a été mesurée à l’aide du kit Human Active MMP-1 Fluorescent Assay 

(R&D Systems, référence F1m00). 

 

8) Etude morphologique des cellules 

8.1) Microscopie optique 

Protocole  

Les cellules sont exposées pendant 48 heures à 2 µg/cm² de particules, avant d’être fixées par 

du paraformaldéhyde à 4%. Elles sont ensuite colorées à l’aide d’une solution de Giemsa 

(Sigma Aldrich) diluée au 1/20 dans l’eau, puis montées et observées au grossissement 20 

avec un microscope Zeiss Axiophot (Zeiss, Oberkochen,Germany). L’observation a porté sur 

la totalité des cellules contenues dans le puit. 

 

8.2) Microscopie électronique à transmission dans les cellules 

Protocole  

Les cellules sont exposées pendant 48 heures à 10 µg/cm² de particules. Elles sont ensuite 

rincées, fixées dans une solution à 2% de glutaraldéhyde, puis post-fixées dans une solution à 

1% d’osmium. Une déshydratation est réalisée en plaçant les cellules dans des bains d’alcool 

de concentration croissante, avant d’inclure les cellules dans une résine Epon (kit 45359-1EA-

F, Sigma Aldrich). Des coupes ultrafines (70-90 nm d’épaisseur) des échantillons sont 

réalisées à l’aide d’un ultramicrotome Leica EM FC6 (Leica Microsystems, Buffalo Grove, 

IL, USA) équipé d’un couteau diamant Diatome (Diatome AG, Bienne, Suisse). L’observation 

a été réalisée sur un microscope Philips EM 208 du Centre Commun de Microscopie 

Electronique d’Orsay, au grossissement 2000. L’observation a porté sur la totalité des cellules 

présentes sur une coupe. 
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9) Analyses histologiques sur tissu pulmonaire 

Deux types d'analyses histologiques ont été réalisés dans cette étude : la quantification de 

différents paramètres d'inflammation pulmonaire et la quantification de l'emphysème 

pulmonaire. Les lésions inflammatoires et emphysémateuses ont été observées au microscope 

optique Zeiss Axiophot. Leur quantification a été effectuée par une étude morphométrique 

informatisée à l’aide du logiciel Zeiss Axiovision 40. 

 

9.1) Inflammation pulmonaire 

L’étude histologique de l’inflammation a porté sur la totalité de la coupe colorée en HE. Le 

repérage des lésions à type d’alvéolite, d’œdème périvasculaire et d’infiltrats périvasculaire et 

péribronchique, qui sont des critères habituellement décrits dans la littérature [196] a été 

effectué au grossissement 5 et la taille de la surface contourée a été fournie directement grâce 

au logiciel Axiovision 40. La pertinence des observations effectuées a été validée avec le Dr J. 

Fleury, anatomopathologiste à l’hôpital Tenon, à Paris.  

 

9.2) Emphysème  

La quantification de l'emphysème a été réalisée sur neuf champs par coupe, à raison d’une 

coupe par animal. Ces champs ont été observés et photographiés au grossissement 40. Trois 

champs se trouvaient sur la région crâniale, trois sur la région médiane et trois sur la région 

caudale, et ce en excluant les champs sur lesquels on observait des gros vaisseaux ou 

bronches. L'emphysème a ensuite été quantifié grâce au logiciel ImageJ, en mesurant la 

longueur moyenne de corde des alvéoles, qui correspond à la moyenne des dimensions des 

alvéoles. Plus la longueur de corde est élevée, plus l’emphysème est important. 

 

10) Statistiques 

Chaque expérience a été réalisée au moins trois fois de façon indépendante. Les résultats sont 

comparés à l’aide d’un test non paramétrique de Kruskal-Wallis, suivi, lorsqu’une différence 

était détectée, par un test de Mann-Whitney pour une comparaison des différents groupes 

deux à deux. Le seuil de 5% a été utilisé pour considérer les résultats comme statistiquement 

significatifs. Le logiciel utilisé est GraphPadPrism 4.0 (La Jolla, CA, USA). 
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Résumé de l’article 

Introduction 

L’objectif de cette étude est de répondre au premier objectif de la thèse : examiner les effets 

des NP de TiO2 en termes d’expression et d’activité de la MMP-1, dans un modèle 

expérimental de lignée cellulaire de fibroblastes fœtaux pulmonaires humains. 

Le but de cette étude est également de déterminer les mécanismes impliqués dans ces effets, 

et d’évaluer leurs déterminants physicochimiques, en utilisant des NP de TiO2 de taille, forme 

et variété cristalline différentes, et en comparant leurs effets à ceux d’une particule de TiO2 

micrométrique ainsi que d’un autre type de NP, le noir de carbone (NC).  

 

Matériels et méthodes 

L’étude est réalisée avec sept particules du commerce : 5 NP de TiO2 (appelées A10, A15, 

A/R, Rrond et Rbâton) choisies du fait de leurs différences en termes de diamètre (10 à 75 

nm), de forme (rond ou bâton), et de variété cristalline (anatase, rutile, mélange 

anatase/rutile), une particule de TiO2 de taille micrométrique (appelée Micro) et enfin une NP 

de NC (appelée FW2). Ces particules ont été caractérisées en termes de composition 

chimique, forme, surface spécifique, état d’agrégation et contenu en endotoxine.  

Le modèle cellulaire utilisé est la lignée de fibroblastes pulmonaires fœtaux humains MRC-5. 

Les cellules ont été exposées aux particules pendant 6, 24 ou 48 heures, à des concentrations 

de particules de 10 et 100 µg/cm². La viabilité cellulaire a été étudiée, ainsi que l’expression 

en ARNm de différents marqueurs: procollagène-1, α-actine, MMP-1, MMP-2 et TIMP-1.  

L’expression de la MMP-1 a également été observée au niveau protéique ; de plus, son 

activité a été mesurée. Nous avons utilisé des fibroblastes pulmonaires primaires humains en 

culture afin de confirmer les résultats obtenus sur les cellules de la lignée MRC-5, et avons 

mesuré leur expression en ARNm de la MMP-1 et de l’α-actine après exposition aux 

particules à la dose de 10 µg/cm² pendant 48 heures. L’implication de différents facteurs 

connus comme capables d’influer sur l’expression de la MMP-1 a été évaluée sur les cellules 

MRC-5 : le stress oxydant, Emmprin et l’IL-1β comme activateurs potentiels de l’expression 

de la MMP-1, et le TGF-β comme inhibiteur potentiel de l’expression de la MMP-1. 

L’influence du stress oxydant a été évaluée de plusieurs façons : par l’évaluation de la 

production de ROS avec l’ADN superenroulé du plasmide phiX174RF1 et la sonde DCFH-

DA, par l’évaluation de l’expression en ARNm d’enzymes impliquées dans le stress oxydant 

(HO-1 et les Nox), ainsi que par l’utilisation de la NAC, un antioxydant. L’implication du 
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TGF-β a été évaluée en quantifiant la phosphorylation de Smad 2 et Smad 3 ainsi que 

l’expression de Smad 7 après exposition aux particules, ces trois Smad étant impliquées dans 

la voie de signalisation du TGF-β. L’expression protéique d’Emmprin a été mesurée. 

L’expression de l’IL-1β a été mesurée, à la fois en termes d’ARNm et de protéine. Un 

inhibiteur de la signalisation de l’IL-1β, l’IL-1 Ra a été utilisé avant exposition aux particules. 

Enfin, l’expression de IκB-α, une protéine inhibitrice impliquée dans la voie de signalisation 

de l’IL-1β, a été quantifiée. 

 

Résultats 

La forme, la surface spécifique et la composition chimique des particules ont été confirmées 

par rapport aux données des fournisseurs. Les particules en suspension forment des agrégats 

de diamètre similaire, autour de 1 µm. De plus, il n’a pas été détecté d’endotoxine sur les 

particules. 

Les particules de TiO2, à la fois de taille micrométrique et nanométrique, sont non 

cytotoxiques, contrairement aux NP de NC. L’exposition aux NP de TiO2 entraîne une 

induction de l’expression de la MMP-1 (en termes d’ARNm et de protéine) plus importante 

que celle provoquée par le TiO2 micrométrique, et le NC n’a pas modifié l’expression de la 

MMP-1. L’activité de la MMP-1 a été augmentée suite à l’exposition des cellules aux 

particules de TiO2 micrométrique, ainsi qu’aux NP d’A/R et de Rrond, l’augmentation de 

l’activité après exposition aux deux NP de TiO2 étant plus importante que celle observée après 

exposition des cellules aux particules de TiO2 micrométriques. Les NP de TiO2 ont diminué 

l’expression du procollagène-1 et de l’α-actine, contrairement aux particules de TiO2 

micrométrique et aux NP de NC. Aucune particule n’a modifié l’expression de la MMP-2 ou 

de TIMP-1. Les résultats obtenus concernant l’expression en ARNm de l’α-actine et de la 

MMP-1 sur la lignée MRC-5 ont été confirmés sur les fibroblastes pulmonaires humains en 

culture primaire. 

Les différentes expériences visant à évaluer l’implication du stress oxydant dans l’induction 

de la MMP-1 observée après exposition des cellules MRC-5aux particules et NP de TiO2, 

n’ont pas montré d’implication du stress oxydant : toutes les particules ont produit la même 

quantité de ROS, mesurée par le désenroulement de l’ADN superenroulé du plasmide 

phiX174RF1. En revanche, l’exposition aux particules n’a pas induit de production de ROS 

dans les cellules, comme l’indiquent les résultats obtenus avec la sonde DCFH-DA. De plus, 

l’exposition aux particules n’a pas modulé l’expression des systèmes pro ou antioxydants 

étudiés. Enfin, l’induction de l’expression de la MMP-1 après exposition aux particules de 
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TiO2 n’est pas modifiée par le traitement à la NAC. La voie du TGF-β n’a pas été inhibée par 

l’exposition des cellules aux particules, ce qui signifie que le TGF-β ne semble pas, dans cette 

étude, impliqué dans l’induction de l’expression de la MMP-1. L’expression d’Emmprin n’est 

pas modifiée après exposition des cellules aux particules. L’expression d’IL-1β (en ARNm et 

en protéine) est augmentée après exposition aux NP de TiO2, et ce dès un temps plus précoce 

(24 heures) que celui auquel on observait l’induction de la MMP-1 (48 heures). Le 

prétraitement avec l’IL-1 Ra avant l’exposition aux particules a conduit à une diminution de 

l’expression de la MMP-1 pour les NP de A/R et de Rbâton. De plus, une baisse de 

l’expression de IκB-α a été observée après exposition des cellules aux NP de NC, d’A15 et de 

Rbâton. 

 

Conclusion 

Cette étude a permis d’observer que l’exposition de la lignée fibroblastique MRC-5 aux NP de 

TiO2 avait pour conséquence une augmentation de la MMP-1 dépendante de l’IL-1β pour 

l’A/R et le Rbâton, ainsi qu’une augmentation de l’activité de la MMP-1 après exposition à 

l’A/R et au Rrond. Ces résultats étaient associés à une diminution de l’expression du 

procollagène-1 et de l’α-actine. On observe un effet de la taille des particules, puisque les 

particules de TiO2 micrométrique n’induisaient pas la MMP-1 autant que les NP de TiO2. De 

plus, cette induction ne semblait pas faire intervenir l’IL-1β. On observe un effet de la 

composition chimique, puisque les NP de NC n’ont pas induit la MMP-1.  

Un récapitulatif des principaux résultats est présenté dans le Tableau 3.1. 

 NP de TiO2 TiO2 micrométrique NP de NC 

Cytotoxicité Non Non Oui 

Expression de l’α-actine/du 

procollagène-1 α1 
- - = 

Expression de la MMP-1 ++ + = 

Activité de la MMP-1 + = = 

Induction du stress oxydant Non Non Non 

Influence du TGF-β sur 

l’induction de la MMP-1 
Non Non Non 

Influence d’Emmprin sur 

l’induction de la MMP-1 
Non Non Non 

Influence de l’IL-1β sur 

l’induction de la MMP-1 
Oui Non Non 

Tableau 3.1 : résumé des résultats observés lors de l’étude sur l’effet de l’exposition des 

cellules MRC-5 à des NP de TiO2 en termes d’expression de la MMP-1. 

- : diminution, = : pas de modification, + : augmentation modérée, ++ : forte augmentation 
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Titanium dioxide nanoparticles induce matrix metalloprotease-1 expression and activity 

in human pulmonary fibroblasts, via an interleukin-1β-dependent mechanism. 

 

Lucie Armand 
1, 2

, Esther Belade 
1, 2

, Angélique Simon-Deckers 
1, 2

, Corinne Duprez 
3
, 

François Berrehar 
3
, Catherine Poillet 

3
, Chantal Tharabat 

1
, Sabine Le Gouvello 

1,2,3
, Jean-

Claude Pairon 
1, 2, 4

, Jorge Boczkowski 
1, 2, 4,5

, Sophie Lanone 
1, 2, 4

 

1
 Inserm U955, Equipe 4, Créteil, 94000, France  

2
 Université Paris Est, Faculté de médecine, Créteil, 94000, France  

3 
AP-HP, Hôpital Henri Mondor, Service d’Immunologie Biologique, 94010 Créteil, France 

4 
Centre Hospitalier Intercommunal, Service de pneumologie et pathologie professionnelle, 

Créteil, 94000, France 

5 
AP-HP, Hôpital Henri Mondor, Service de Physiologie Explorations Fonctionnelles, 94010 

Créteil, France 

 

Corresponding authors: 

Jorge Boczkowski, MD, PhD 

Unité Inserm 955, Equipe 4 

Faculté de Médecine de Créteil 

8 rue du Général Sarrail 

94000 Créteil 

Phone: +331 49813658  

Fax: +331 49813725 

Email: jorge.boczkowski@inserm.fr 

Sophie Lanone, PhD.  

Unité Inserm 955, Equipe 4 

Faculté de Médecine de Créteil 

8, rue du Général Sarrail  

94000 Créteil  

Phone: +331 49 813725  

Fax: +331 49813725  

Email: sophie.lanone@inserm.fr 

 

Lucie Armand: lucie.armand.inapg@gmail.com;  

Esther Belade: esther.belade@inserm.fr;  



Résultats : première étude 

 

102 

 

Angélique Simon-Deckers: angelique.simon@gmail.com;  

Corinne Duprez: pafl.immuno@hmn.aphp.fr 

François Berrehar: transplant.immuno@hmn.aphp.fr 

Catherine Poillet: pafl.immuno@hmn.aphp.fr 

Chantal Tarabhat: tarabhat@hotmail.com 

Sabine Le Gouvello: sabine.le-gouvello@hmn.aphp.fr 

Jean-Claude Pairon: JC.Pairon@chicreteil.fr;  

Jorge Boczkowski: jorge.boczkowski@inserm.fr; 

Sophie Lanone: sophie.lanone@inserm.fr. 

 

 

 

SHORT RUNNING TITLE  

titanium dioxide and matrix metalloprotease-1 

 

KEYWORDS 

Matrix metalloprotease-1, nanoparticles, titanium dioxide, carbon black, interleukin-1β. 

 

ACKNOWLEDGEMENTS 

The authors thank Nathalie Herlin and Aurélie Habert from the Atomic Energy Commission 

(Laboratoire Francis Perrin) for their support in nanoparticle characterization. 

This work was supported by the “ABIES” PhD program for a PhD grant for Lucie Armand, 

and the “Agence nationale de sécurité sanitaire de l'Alimentation, de l'Environnement et du 

Travail” (ANSES) for a PhD grant and funding for Esther Belade. 

 

COMPETING INTERESTS 

The authors declare that they have no competing interests. 

 

ABBREVIATIONS LIST 

CB : carbon black ; Emmprin : extracellular MMP inducer ; IL-1β : interleukin-1β ; IL-1 Ra : 

IL-1 Receptor antagonist ; TiO2 : titanium dioxide ; NAC : N-acetyl cystein ; NP : 

nanoparticle ; MMP : metalloprotease ; ROS : reactive oxygen species ; TIMP : tissue 

inhibitor of metalloprotease ; TGF-β : transforming growth factor-β 

  



Résultats : première étude 

 

103 

 

ABSTRACT 

Background: exposure to titanium dioxide (TiO2) nanoparticles (NP) can be associated to 

matrix degradation-phenotype, but the underlying mechanisms are yet unknown. Matrix 

metalloprotease (MMP)-1 is an important actor of matrix homeostasis in the lung and could 

participate in TiO2 NP effects. 

Objectives: our aim was to evaluate the effects of TiO2 NP on MMP-1 expression and activity 

in lung pulmonary fibroblasts, and assess the importance of physicochemical characteristics 

of particles. 

Methods/Results: human pulmonary fibroblasts (MRC5 cell line and primary cells) were 

exposed to 5 TiO2 NP (various sizes, crystal phases, shapes), 1 micrometric TiO2, and 1 

carbon black (CB) NP. Cells were exposed to 10 or 100 µg/cm² particles for 6h, 24h or 48h. 

CB was the only cytotoxic NP. All TiO2 particles induced MMP-1 expression (mRNA and 

protein) and repressed procollagen-1 and α-actin expression. Micrometric TiO2 had lesser 

effects on MMP-1. Only anatase/rutile mix and rutile round TiO2 NP induced MMP-1 activity, 

as well as, to a lesser extent, micrometric TiO2. Induction of MMP-1 could not be linked to 

transforming growth factor (TGF)-ß pathway, the induction of an oxidative stress or 

extracellular MMP inducer (EMMPRIN). Interleukin (IL)-1ß expression was induced by all 

TiO2 particles, and MMP-1 induction was dependent of IL-1ß for anatase/rutile mix and rutile 

needle TiO2 NP. 

Conclusions: TiO2 NP are potent inducers of MMP-1 expression, partly via an IL-1β-

dependent mechanism, and are regulators of MMP-1 activity. Considering the role of MMP-1 

in matrix remodeling, these results give a new understanding of TiO2 lung remodeling effects. 
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INTRODUCTION 

Titanium dioxide (TiO2) nanoparticles (NP) are one of the most abundantly produced NP [63]. 

Because of their optical, photocatalytic as well as self-cleaning properties, TiO2 NP are 

already used in a wide range of commercially available products such as paints, pigments, and 

cosmetics (see http://www.nanotechproject.org/ for inventory). Moreover, titanium and its 

alloy are common biomaterials that are widely used in orthopedic, dental, and cardiovascular 

implants and prostheses [2], and nanoscale surface modifications with TiO2 have been 

developed in the recent years [2, 4, 197] Long-term studies of hip and knee replacements 

however showed that loosening of joint replacements and bone-loss surrounding the 

replacement increase over time [5], posing the issue of long-term biocompatibility and 

titanium particle wear. Such matrix degradation-phenotype has also been observed after 

administration of TiO2 NP in mice lungs [6]. Indeed, as soon as 14 days after the initial 

administration, mice showed a disruption of alveolar septa, epithelial cell apoptosis, along 

with features of pulmonary emphysema: an increase in mean linear intercept, mean airspace 

area and septal chord length [6]. These matrix-degradative effects in the lung are very 

important since they can compromise lung function. However, the underlying mechanisms of 

these matrix degradation effects, particularly in the lungs, have not yet been described. 

Matrix metalloproteases (MMP) and their inhibitors (TIMP) are important actors of matrix 

homeostasis in the lung. Notably, overexpression of interstitial collagenase MMP-1 in 

alveolar epithelial cells has been shown to be involved in the loss of alveolar integrity in 

pulmonary emphysema [198, 199]. Studies using diesel particulate matter demonstrated an 

up-regulation of MMP-1 expression and activity in human alveolar epithelial cells [200] as 

well as in human bronchial epithelia [9]. MMP-1 is a highly regulated protein [10]; its 

expression and activity are regulated at the transcriptional as well as the post-translational 

levels by transforming growth factor-β (TGF-β) [178], oxidants [201], Interleukin (IL)-1β 

[202], and extracellular matrix metalloprotease inducer (EMMPRIN) [163].  

MMP-1 upregulation after exposure to TiO2 NP could be a mechanism explaining, at least in 

part, the matrix-degradation effects of TiO2 NP in lung tissue. We therefore set-up a study 

aimed to evaluate the effects of TiO2 NP on MMP-1 expression and activity in lung 

pulmonary fibroblasts. The rationale of this was that 1/ pulmonary fibroblasts are key cells in 

lung matrix homeostasis [175, 203, 204], 2/ TiO2 NP can reach pulmonary interstitium [147, 

205 {MacNee, 2000 #2362, 206], and 3/ TiO2 NP can induce an oxidative stress and the 

overexpression of IL-1β, two known inducers of MMP-1 [79, 84, 94 {Yazdi, 2010 #3972, 

144]. Finally, because physico-chemical characteristics of NP such as chemical composition, 
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size, crystal phase or shape could be important determinants of NP's biological effects [207], 

we used 5 different TiO2 NP and compared their effects to those of carbon black (CB) NP and 

a micron-size TiO2 particle. 
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METHODS 

Particle characterization 

We selected 7 different particles: 5 TiO2 NPs (named A10, A15, A/R, Rround, Rneedle), of 

different crystal phases, shapes and dimensions as well as a micrometric TiO2 particle, to and 

a carbon black NP. NPs were characterized both as powders and in solution. 

Particle shape was observed using transmission electron microscopy (TEM), and specific 

surface area was measured using Brunauer Emmett Teller (BET) adsorption isotherms of 

nitrogen using a Micromeritics Flowsorb 2300 (Norcross, USA). 

Particles were suspended at 2 mg/mL in Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM, 

Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) containing 4.5 g/L glucose. Suspensions were sonicated 

(Elmasonic S30H, Elma 50-60 Hz) for 10 minutes under cooling conditions. The particle 

solutions were immediately vortexed and diluted at various concentrations in culture medium. 

Suspension agglomeration state was measured by Photon Correlation Spectroscopy (PCS). 

Zeta potential was also measured. Both parameters were determined using a Malvern 

Zetasizer 3000HS (Malvern, Worcestershire, UK) equipped with a MPT-1 pH titrator. 

It has to be noted that the PCS measure for Rneedle has to be taken as an indication of the real 

aggregation state of the suspension, since the PCS technique is not accurate for non-spherical 

particles. However, this approximation can be coupled with the zeta potential result to 

determine if Rneedle NP are agglomerated. 

NP endotoxin content was examined using the Limulus Amebocyte Lysate (LAL) assay 

(Lonza, Basel, Switzerland) according to the manufacturer’s instructions. 

 

Cell culture and particle exposure 

We used a lung foetal fibroblastic cell line: the MRC-5 cell line (CCL-171, ATCC, Manassas, 

VA). Cells were cultured in DMEM with 4.5 g/L glucose supplemented with 10% foetal 

bovine serum (FBS, PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria) and 1% 

penicillin/streptomycin (PAA). Cells were maintained in 5% CO2 – 95% air atmosphere. They 

were seeded at 16000 cells/cm² and were used at subconfluence, 72h later. Cells were washed 

with serum-free DMEM before being exposed to 50 and 500 µg/mL particles (10 and 100 

µg/cm², respectively) for 6h, 24h or 48h in serum-free DMEM. 

In a subset of experiments, we used human primary lung fibroblasts, which were derived from 

lung samples of 3 patients undergoing lung surgery for removal of a primary lung tumor. All 

patients were never-smokers. Normal lung from a non-involved segment, removed from the 
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solidary lesion, was obtained, and lung fibroblasts were isolated and cultured according to 

Akamine and colleagues [193]. The cells were used at passage 5. 

 

Optical microscopy 

Cells were exposed for 48h to the particles at 2 µg/cm² and fixed in 4% paraformaldehyde. 

Cells were stained with Giemsa stain (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) and cell 

morphology was assessed by optical microscopy. 

 

Transmission electronic microscopy (TEM) 

Cells exposed for 48h to the particles at 10 µg/cm² were observed by TEM. Cells were 

adherent on their plastic surface and fixed in situ in 2% glutaraldehyde, post-fixed in 1% 

osmic acid and embedded in Epon (kit 45359-1EA-F, Sigma Aldrich). Ultra-fine (90-nm 

thick) slices were cut and observed under a Philips EM208 microscope at 80 kV. 

 

Cell viability 

Cells were grown in 96-well plates. Mitochondrial activity was measured using the WST-1 

assay (Roche Diagnostics, Meylan, France). After the different exposure times, cells were 

washed and incubated for 2h in culture medium containing 10 µL of the WST-1 solution.  The 

absorbance at 450 nm was determined using a microplate reader (Multiskan Ex, Thermo 

Fischer Scientific, San Jose, CA, USA) and the viability was calculated as ODtreated 

cells/ODcontrol cells × 100%. Interference was measured by incubating 100 µg/cm² particles with 

the dye but without cells. No interference was observed (data not shown).  

Cell number was assessed by quantifying DNA content using the fluorescent dye 

bisbenzimide H33258 (Sigma Aldrich). The dye was added to cells at the end of the exposure 

periods and fluorescence was measured at 460 nm (excitation: 360 nm) using a fluorimeter 

(TriStar LB 941, Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany). Data were expressed as 

ODtreated cells/ODcontrol cells × 100%. Interference of particles with the dye was evaluated by the 

incubation of a known concentration of DNA in presence or absence of 100 µg/cm² particles. 

No interference was observed (data not shown). 

 

Quantification of reactive oxygen species (ROS) production 

The ability of the particles to cause free radical injury to the supercoiled plasmid phiX174 

RF1 DNA (Life Technologies, Cergy-Pontoise, France) was assessed. The oxidative DNA 

damage was measured as depletion of supercoiled DNA after 400 µg/m² particles treatment. 
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PhiX174 RF1 DNA was incubated with the particles as previously described [191]. Briefly, 

particles were incubated with 290 ng plasmid for 8h at 37°C. A linearised positive control was 

prepared with the restriction endonuclease PstI (Life Technologies). The supercoiled, relaxed 

coil and linear forms of the DNA were separated on a 0.8% agarose gel. The amount of 

relaxed DNA was reported to the total amount of DNA and compared to the negative control 

(supercoiled plasmid without particles or PstI).  

ROS generation inside cells was determined using the 2'–7' dichlorodihydrofluorescein 

diacetate dye (DCFH-DA, Sigma Aldrich). Cells were grown in 96-wells plates and incubated 

for 30 min with 80 μM of DCFH-DA. They were washed and treated with the particles at 10 

μg/cm
2
) for 1h, 6h, 24h or 48h. After exposure, ROS levels were determined at excitation 

wavelength 488 nm (emission: 520 nm) using a TriStar LB 941 fluorimeter. 

 

Quantification of mRNA expression 

Cells were grown in 6-wells plates. After particle exposure, cells were lysed and mRNA 

content was extracted with the Nucleospin RNA II
TM 

kit (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, 

Düren, Germany), according to the manufacturer’s instructions. mRNA integrity was assessed 

by separating the 28S and 18S subunits on a 1.6% agarose gel. The reverse transcription and 

the Real-Time quantitative PCR (RT-qPCR) techniques were performed as described 

previously [20]. The sequences of primers used are indicated in Table 1. Gene expression was 

normalized to that of splicing factor 3A subunit 1 (SF3A1) as a housekeeping gene. For some 

experiments, cells were preteated for 1h with 5 mM of N-acetyl cystein (NAC, Sigma 

Aldrich) before exposure to particles. In another set of experiments, cells were pretreated with 

50 ng/mL IL-1 Receptor antagonist (IL-1Ra, R&D Systems Europe, Abingdon, UK) for 2h 

before particle exposure. 

 

Quantification of protein expression 

Cells were seeded in 25-cm² flasks. Western blot analysis was performed after the different 

exposure periods using 25 µg of total intracellular proteins. The antibodies used are described 

in Table 2. Caspase-1 activation was measured as the ratio of the intensity of the band 

corresponding to the cleaved caspase-1 to that corresponding to the procaspase-1. NF-κB 

implication in IL-1β effects was evaluated by the measurement of IκB expression. In some 

experiments, cells were exposed to the particles at 10 µg/cm² for 48h before exposure to 10 

ng/mL TGF-β (R&D Systems) for 10 or 30 min. 
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Cytokine production 

Cells were grown in 6-wells plates. After particles exposure, cells intracellular content was 

recovered as described previously [74]. Concentrations of IL-1β were measured using a 

commercially enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (R&D Systems) according to 

the manufacturer’s recommendations. 

 

Quantification of MMP-1 activity 

Cells were grown in 6-wells plates. After particles expsoure, cells supernatants were 

recovered and kept at -80 °C. MMP-1 activity was assessed using the Human Active MMP-1 

Fluorescent Assay (R&D Systems). 

 

Statistical Analysis 

Data were expressed as means ± standard error of mean (s.e.m) and were analyzed with the 

GraphPad Prism 4.0 software (La Jolla, CA, USA). Comparisons between multiple groups 

were performed with Kruskall–Wallis’ non-parametric analysis of variance test followed, 

when a difference was detected, by two-by-two comparisons with Mann–Whitney’s U test. 

All comparisons were realized with correction for multiple comparisons. P-values <0.05 were 

considered significant. 
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RESULTS 

Particle characterization 

The particles characteristics are presented in Table 3. All particles, except micrometric TiO2, 

presented a surface area superior to 15 m²/g, the highest value being obtained for FW2. For all 

suspensions, the zeta potential was lower than 20 mV, a commonly admitted limit above 

which the suspension is stable [189], indicating that the suspensions could be agglomerated. 

This was confirmed by the measurement of hydrodynamic diameter, with values obtained 

between 715 and 1073 nm, demonstrating the agglomeration of all particles. Endotoxin levels 

were below the detection limit for all particles (data not shown). 

TEM observations confirmed the particles’ shape (Figure 1). 

 

Cell morphology and uptake of particles by cells 

In order to assess the general morphology of cells as well as whether of not they internalized 

the different particles, we performed optical and TEM observations. Optical microscopy 

observation of cells exposed to 2 µg/cm² particles for 48h revealed no change in cell 

morphology of the exposed cells (Figure 2). All particles formed agglomerates that appeared 

colocalized within the cells.  

TEM observations confirmed the absence of cellular morphological alterations (Figure 3), and 

showed the internalization of aggregated NP in the cytoplasm of exposed fibroblasts. 

 

Cell viability 

No diminution of cell viability was observed after exposure of fibroblasts to TiO2 NP (Figure 

4 and data not shown). Similar results were obtained after exposure to micrometric TiO2. By 

contrast, exposure to FW2 resulted in a significant decrease of cell viability whatever the time 

point and concentration studied (Figure 4 and data not shown). 

 

MMP-1 expression and activity 

The effects of the different particles on MMP-1 expression (mRNA, protein) and activity were 

assessed by the mean of RT-qPCR, Western-Blot and fluorokine assay. Moreover, as collagen 

and actin are important element of matrix homeostasis, their mRNA expression levels were 

quantified by RT-qPCR. 

TiO2 NP induced a significant dose-dependent increase in MMP-1 mRNA expression 48h 

after the initial exposure (Figure 5A and 5B), but not at earlier time-points (data not shown). 
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Similar results were obtained with micrometric TiO2, although MMP-1 mRNA induction was 

significantly lower compared to that observed for TiO2 NP at the highest dose (100 µg/cm
2
).  

The intracellular protein content analysis revealed a modulation of pro-MMP-1 expression 

following the same pattern (Figure 5C, 5D and 5E). Rneedle TiO2 NP had the most significant 

effect (Figure 5). No modification of pro-MMP-1 expression was observed after exposure of 

fibroblasts to FW2 NP, whatever the time or concentration used (Figure 5). The expression of 

MMP-2 and TIMP-1 was not modified by any particle exposure (data not shown). 

Measurement of MMP-1 activity in cell culture supernatants revealed that only A/R and, to a 

lesser extent, Rround TiO2 NP significantly induced the activation of MMP-1 (Figure 5F). 

Micrometric TiO2 also induced an increase in MMP-1 activity, although it was significantly 

less important than the effects of A/R or Rround NP. Neither the other TiO2 NP nor CB NP 

modified MMP-1 activity. 

Modulation of MMP-1 expression by TiO2 particles was mirrored by a significant time- and 

dose-dependent decrease in procollagen-1 1 and -actin expression (Figure 6). These effects 

were already present 24h after the initial exposure (Figure 6A and 6C), and Rneedle TiO2 NP 

had the most significant effect. No effect of FW2 was observed. 

The relevance of data obtained on MRC-5 cells was confirmed on human primary lung 

fibroblasts. Indeed, similar results (expression of MMP-1 and -actin) were obtained after 

exposure of primary lung fibroblasts to a subset of NP (Figure 7 and data not shown), in 

absence of any cytotoxicity (data not shown). 

 

Underlying mechanism of MMP-1 induction 

MMP-1 is a highly regulated MMP [10]. We next addressed the issue of which underlying 

mechanism could be involved in MMP-1 induction by TiO2 NP, focusing on repressor (TGF-ß 

pathway), or activators (ROS, EMMPRIN and IL-1β) [163, 178, 201, 202].  

 

1/ TGF-β pathway: 

TGF-β is a repressor of MMP-1 constitutive transcription [201]. We hypothesized that TiO2 

NP could downregulate TGF-β expression and/or its downstream signaling pathway. 

No decrease in TGF-β mRNA or protein expression was detected whatever time point and 

particle exposure (data not shown). Moreover, neither activation of two Smad effectors (Smad 

2 and 3) nor expression of Smad repressor (Smad 7) in response to TGF-β was modified by 

particle exposure (data not shown), thus ruling out an implication of TGF-β pathway in MMP-

1 induction by TiO2 particles. 



Résultats : première étude 

 

112 

 

 

2/ ROS: 

MMP-1 expression is known to be under the control of ROS production [208, 209]. We 

therefore investigated if TiO2 NP induced ROS, and/or modulate the expression of pro- and 

anti-oxidants in fibroblasts. Finally, we used the antioxidant NAC to assess the role of 

oxidants in MMP-1 induction by TiO2 NP. 

All particles induced similar levels of free radical injury to the plasmid phi X174 RF1 DNA 

(data not shown). No intracellular production of ROS was observed, whatever the time point 

studied (data not shown). 

No HO-1 protein induction was observable whatever the particle used (data not shown). 

NOX-1, -2, and -3 mRNA expression was below the detection limit. mRNA expression of 

NOX-4 and -5 was measurable, but not induced by incubation of lung fibroblasts with 

particles as compared to unexposed fibroblasts (data not shown). Finally, pretreatment of cells 

with the antioxidant NAC did not prevent the induction of MMP-1 expression by particles 

(data not shown), thus ruling out the participation of an oxidative stress in this phenomenon. 

 

3/ EMMPRIN expression: 

EMMPRIN has been described to induce MMP in general, and MMP-1 in particular [210, 

211]. 

EMMPRIN expression was not modified by fibroblasts exposure to whatever particle as 

compared to unexposed cells (data not shown). 

 

4/ IL-1 β pathway: 

IL-1β is a central mediator of inflammation and can activate the production of MMP-1 by 

various types of cells [202]. Moreover, since IL-1β is part of the inflammasome pathway 

[212], we assessed whether downstream elements of infammasome pathway (caspase-1 and 

NF-κB) were implicated in MMP-1 induction. 

IL-1β mRNA expression was significantly increased by all TiO2 NP (100 µg/cm
2
) after 48h of 

exposure (Figure 8). Neither micrometric TiO2 nor FW2 induced such modification of IL-1β 

expression. Induction of IL-1β was confirmed at the protein level as soon as 24h after the 

initial exposure (Figure 9). A significant increase in IL-1β protein expression was also 

observed in response to micrometric TiO2 particles (Figure 9). 
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A role for IL-1β in MMP-1 induction was observed for A/R and Rneedle TiO2 NP, as the 

mRNA expression levels of MMP-1 was significantly decreased in presence of IL-1Ra as 

compared to NP only-treated cells (Figure 10). 

No modification of caspase-1 expression was observed (data not shown). Finally, a decreased 

expression of Iκ-Bα, as a footprint of the activation of NF-κB pathway, was observed after 

exposure of fibroblasts to A15 and Rneedle TiO2 NP, as well as FW2 NP (data not shown). 
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DISCUSSION 

Taken together, our results show that MMP-1 is overexpressed and can be activated in human 

lung pulmonary fibroblasts (cell line and primary cells), in response to TiO2 NP, and to a 

lesser extent, to TiO2 microparticles. This regulation is TiO2-specific (not observable with CB 

NP), accompanied by a diminution of procollagen-1 1 and -actin expression and is, at least 

in part, dependent of IL-1β pathway. Among the different TiO2 NP, we did not identify a 

unique physico-chemical parameter (crystal phase, shape, surface area or aerodynamic 

diameter) as being a major determinant of these effects. These results give new insights in the 

understanding of TiO2 NP biological effects. 

 

The modulation of MMP's expression by TiO2 NP has been poorly investigated so far, and to 

the best of our knowledge, no study did specifically investigate MMP-1. The same is true 

regarding the modulation of MMP expression by other NP, although one of the often-

described consequences of pulmonary exposure to NP is the development of pulmonary 

lesions coherent with lung matrix remodeling [208]. Naveau and colleagues described that 

maghemite NP can induce MMP-1, -2, and -3 in human gingival fibroblasts, along with 

TIMP-1 but not TIMP-2 [213]. In our study, TIMP-1 expression was not modified by the 

different particles, and TIMP-2, -3, and -4 expression was below detection limits. We 

observed a significant decrease in -actin and collagen mRNA expression in response to the 

different TiO2 particles. Similar findings have been reported in the literature, with Au, CB and 

chitosan NP [214-217]. The underlying mechanisms are not yet understood but could be 

related to mechanical stress [218, 219]. Since MMP-1 activity was upregulated with some 

TiO2 NP, the observed down-regulation of -actin and collagen mRNA expression should be 

accompanied also by a down regulation of protein expression, finally leading to a profound 

remodeling response. Some evidence of matrix remodeling in response to TiO2 has been given 

in a study by Churg and colleagues; they demonstrate connective tissue breakdown in rat 

lungs, as determined by the appearance of desmosin and hydroxyprolin in lavage fluid after 

particle instillation [220]. These results are in accordance with our data, since hydroxyprolin 

is the degradation product of collagen, the substrate of MMP-1 [10]. 

 

Because TGF-β is a major profibrotic cytokine, inducing collagen and -actin expression 

[175] [221], and repressing MMP-1 constitutive transcription [164], we hypothesized that its 

signaling pathway could be down-regulated by TiO2 NP. However, we were unable to 
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demonstrate any modulation of TGF-β signaling pathway by TiO2 NP in our experimental 

settings. This is in line with data from Churg and colleagues [222] demonstrating that 

ultrafine TiO2 particles are poor inducers of profibrogenic mediators such as PDGF-B, TGF- 

and TGF-β.  

In our study, NP were able, per se, to produce ROS, but this wasn't accompanied by any 

intracellular ROS production or modulation of pro- or anti-oxidant systems. The induction of 

an oxidative stress (characterized by an imbalance between oxidants and anti-oxidants, in 

favor of oxidants) is often proposed as a key mechanism of action for NP [223, 224], and TiO2 

NP in particular [79, 144]. However, an equivalent number of studies also shows that TiO2 NP 

induce no or only very mild oxidative stress [143, 225-227]. Interestingly, the absence of 

intracellular ROS production is associated in some studies to an absence of alteration of cell 

viability, as observed in our study [226, 227]. However, as CB NP induced a significant 

decrease in cell viability, without any ROS production inside the cells, a direct relationship 

between cytotoxic and oxidative effects can be questioned. Only one study has been 

performed on lung pulmonary fibroblasts (Chinese hamster lung fibroblasts, V79 cell line) 

[228], using two different TiO2 NP (30-50 nm diameter); pure anatase and vanadium-coated 

TiO2 NP. In this study, the coated TiO2 was much more potent to induce oxidative stress than 

the non-coated one. As the NP used in our study was devoid of any coating, and given the cell 

type specificity of response [229], this could explain the absence of intracellular ROS 

production in MRC-5 cell line. 

EMMPRIN has been long considered as an inducer of MMP-1 expression [210] [230, 231], 

and could therefore have been responsible for TiO2 effects in our study. However, our 

experiments show that the induction of MMP-1 observed in our samples was independent of 

any modulation in EMMPRIN expression. Such results are in line with those of Braundmeier 

et al. [232] who showed that the stimulation of MMP by cytokines occurred without any 

changes in EMMPRIN expression. Similar results were described by Xiang et al., showing 

that IL-1β up-regulated the levels of MMP-1 and -2, but did not alter the expression of 

EMMPRIN [233]. Interestingly, Braundmeier et al. [232] demonstrate that the inhibitory 

effects of TGB-β involve a reduction in EMMPRIN mRNA levels. Taken together, these 

results are coherent with ours and suggest that MMP-1 expression might be elevated by IL-1β 

and EMMPRIN via two different signal pathways. 

Results obtained with IL-1Ra suggest that pro-MMP-1 induction by TiO2 NP was at least 

partially mediated by IL-1β. A few studies have shown that IL-1β production can be activated 

after TiO2 NP exposure [84, 94, 132]. These studies demonstrated that IL-1β induction by 
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TiO2 was dependent on the activation of NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3 

(NLRP3) inflammasome. Although we were not able to measure any modification of caspase-

1 activation, a constituent of NLRP3 and activator of IL-1β, the exact implication of NLRP3 

in MMP-1 induction by TiO2 NP deserves further investigation. In fibroblasts, MMP-1 

expression can be regulated by CCL2 [208, 234]. As TiO2 NP have been shown to induce 

CCL2 expression after intratracheal instillation in mice [235], this could be a possible 

mechanism to explore in our experimental settings. Expression of other cytokines, such as IL-

6, IL-8, TNF-α or IL-1α, can be induced by TiO2 NP [70, 81, 132, 236]. Among these 

cytokines, IL-6 and IL-8 are known to induce MMP-1 [10]. Further experiments would be 

needed to investigate the role of these cytokines in our model, together with the implication of 

NF-κB as a signaling pathway shared by these cytokines and IL-1β. Finally, pathogen-derived 

mediators have been demonstrated to up-regulate MMP-1 promoter activity, gene expression 

and secretion [208]. Since we did not measure any detectable levels of endotoxin in our 

particles, such mechanism of induction of MMP-1 expression seems however unlikely to 

occur in our study.  

 

We observed a dissociation between MMP-1 expression (intracellular mRNA and pro-protein) 

and extracellular activity. Indeed, all TiO2 NP induced an increase in MMP-1 expression but 

only A/R and Rround NP induced a significant increase in activity. This suggests that TiO2 NP 

not only act at the transcriptional level, but also at the post-traductional level on MMP-1. As 

for other MMP, pro-MMP-1 can be cleaved by other proteases, such as MMP, trypsin, or 

cathepsin G [10]. In our study, MMP-2 expression was not modified by TiO2 NP exposure. 

However, we can’t rule out a role for the other proteases. The same is true for ROS, which are 

known to, not only activate MMP-1 transcription, but also participate in its activation [10]. As 

no intracellular ROS production, as well as no activation of pro- or anti-oxidant systems was 

observed, it seems unlikely that such ROS-mediated activation of pro-MMP-1 occurred in our 

experimental settings. Li et al provided evidence that, in primary human bronchial epithelial 

cells, the ERK/ß-arrestin signaling pathway is critical for diesel particles-evoked upregulation 

in MMP-1 protein and activity [9]. Such signaling pathway could be involved in our study, 

since TiO2 NP have been shown to activate ERK/MAPK pathway in human neutrophils [237]. 

Finally, TiO2 has been shown to induce urokinase-type plasminogen activator (uPA) activity 

in BAL fluid of mice exposed intratracheally [238]. As uPA activation results in the formation 

of plasmin, an activator of MMP-1 expression, this pathway could be activated in our 

experimental settings and should therefore deserve further studies. It is important to note that 
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studies on the regulation of human MMP-1 gene cannot readily be complemented by studies 

in mice or rats, as rodents do not have a valid ortholog of this gene [9, 239]. However, given 

the implication of MMP-1 in tissue remodeling and repair during development, in 

inflammation, and in the invasion, migration and metastasis of malignantly transformed cells, 

our findings suggest that exposure to TiO2 NP could result in such pathological developments. 

An important issue of our study is that we reasoned in terms of equal mass dose, although 

ideally, one would like to use equal number of particles, particularly when comparing size 

effects of micro- versus nano-particles. However, such approach would assume that particles 

all disaggregate into singlet, which does not seem to be the case in our study as assess by 

TEM observations as well as DLS measurements. In practice, the problem of aggregation 

makes it impossible to determine whose dose would produce "equal" (or even similar) 

numbers of the different particles. Moreover, because of the propensity of nanomaterials to 

aggregate, primary particle size considerations are difficult to address. Indeed, all NP used in 

this study, although different in primary particle size, lead to aggregates of similar size. 

However, micrometric TiO2 induced similar effects than nanometric TiO2, although at a lesser 

degree in terms of pro-MMP-1 induction and activity. Moreover, the underlying mechanism, 

and particularly the implication of IL-1β pathway in these effects, was different between 

nano- and micro- TiO2. Therefore, the nanostructuration of NP aggregates could be an 

important determinant of their effects, as also suggested by others [240]. Other physico-

chemical characteristics of NP are proposed to be critical determinants of their biological 

effects [114, 241], although no single one has been yet clearly identified [240]. In our study, it 

seems clear that chemical composition plays a major role (CB particles having completely 

different effects than TiO2 particles, regardless of their size). Moreover, rutile NP seem to 

induce higher effects than anatase ones. Indeed, the two TiO2 NP that induce MMP-1 activity 

are the A/R mix and the Rround NP. However, as Rneedle TiO2 NP do not induce any increase 

in MMP-1 activity, the NP crystal phase may not be the only physico-chemical characteristic 

that is determining NP effects. This is an important point, since the question of which 

physico-chemical characteristics is important to consider still remains unanswered although a 

large amount studies has been dedicated to this issue. In our study, size, as already discussed, 

specific surface area and/or form can’t be identifiable as important determinants. Similar 

results have been described in the literature [242-245]. This is probably the result of a critical 

and yet unsolved issue in performing comparisons between various particles, which is to 

modify only one physico-chemical parameter at a time. 
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In conclusion, we demonstrated that TiO2 NP are potent inducers of MMP-1 expression, 

partly via an IL-1β-dependent mechanism, as well as regulators of MMP-1 activity. 

Considering the role of MMP-1 in matrix remodeling, these results give a new understanding 

of TiO2 lung remodeling effects. 
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Table 1: primers used for real-time quantitative PCR 

Name 

Genbank 

Accession 

Number 

Sequences (5’-> 3’) 
Product 

Size (bp) 

SF3A1 
NM_005877 

NM_001005409 

Forward : 

GCAGGATAAGACGGAATGGAAACTGA 

Reverse : 

TAGTAAGCCAGTGAGTTGGAATCTTTG 

179 

MMP-1 NM_002421 
Forward :  ACTGCCAAATGGGCTTGAAG 

Reverse :  GTCCCTGAACAGCCCAGTACTT 
92 

α-actin 
NM_001613 

NM_001141945 

Forward : CCTGTGAAGCAGCTCCAGCTA 

Reverse :   TTTTGTCCCATTCCCACCAT 
175 

Procollagen-1 

α1 
NM_000088 

Forward : CCAGAAGAACTGGTACATCAGCAA 

Reverse :  CGCCATACTCGAACTGGAATC 
95 

MMP-2 
NM_004530 

NM_001127891 

Forward : GCGGCGGTCACAGCTACTT 

Reverse : AGTCGGATTTGATGCTTCCAA 
96 

TIMP-1 NM_003254 
Forward :  AGACCTACACTGTTGGCTGTGAG 

Reverse : GACTGGAAGCCCTTTTCAGAG 
130 

HO-1 NM_002133 
Forward : TTCTTCACCTTCCCCAACATTG 

Reverse :  CAGCTCCTGCAACTCCTCAAA 
164 

NOX-1 
NM_013955 

NM_007052 

Forward : GGCTCCAAACCACCTCTTGA 

Reverse : ACATTCAGCCCTAACCAAACAAC 
90 

NOX-2 NM_000397 
Forward : CCAGTGAAGATGTGTTCAGCTATGA 

Reverse :  AACCACTCAAAGGCATGTGTGT 
169 

NOX-3  NM_015718 
Forward :CCCTGGAAACACGGATGAGT 

Reverse : GTCCACAGAAGAACACGCCAAT 
237 

NOX-4 

NM_016931 

NM_001143836 

NM_001143837 

Forward :CCATCTAGTCAAGACTCCGAAATTC 

Reverse : GATTCCTCAAATGGACTTCCAAA 
98 

NOX-5 NM_024505 
Forward : CGGCCCCCTTTTTTTCACTA 

Reverse : GCCTTGGGACCGAATGTG 
144 

TGF-β NM_000660 
Forward : GGCCTTTCCTGCTTCTCATG 

Reverse : GGTCCTTGCGGAAGTCAATG 
153 

IL-1β  NM_000576 
Forward : GACTCACAGCAAAAAAGCTTGGT 

Reverse : TCAACACGCAGGACAGGTACA 
187 

 

SF3A1: splicing factor 3A subunit 1 

MMP-1: matrix metalloprotease-1 

MMP-2: matrix metalloprotease-2 

TIMP-1: tissue inhibitor of matrix metalloprotease-1 

HO-1: heme oxygenase-1 

NOX-1: NADPH oxidase-1 

NOX-2: NADPH oxidase -2 

NOX-3: NADPH oxidase -3 

NOX-4: NADPH oxidase -4 
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NOX-5: NADPH oxidase -5 

TGF-β: transforming growth factor-β 

IL-1β: interleukin-1β  
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Table 2: antibodies used for Western Blot 

Protein Final concentration Supplier Supplier reference 

MMP-1 0.5 µg/mL R&D MAB901 

HO-1 1 µg/mL Enzo life sciences HC3001 

Smad 2 1 µg/mL Cell Signaling 3103 

Smad 2P 1 µg/mL Cell Signaling 3108 

Smad 3 1 µg/mL Cell Signaling 9513 

Smad 3P 1 µg/mL Cell Signaling 9520 

Smad 7 1 µg/mL R&D Systems MAB2029 

Emmprin 0.5 µg/mL BD Pharmingen 555961 

Caspase-1 1 µg/mL Cell Signaling 2225 

IκB-α 1 µg/mL Cell Signaling 9247 

β-actin 1 µg/mL Sigma-Aldrich A5316 
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Table 3: physicochemical characteristics of NPs 

 
Compositio

n 
Supplier 

Crystal 

phase 
Shape 

Dimension

s (nm) 

Surface 

area 

(m²/g) 

Zeta 

potentia

l (mV) 

Hydrodynami

c diameter 

(nm) 

FW2 CB Evonik  Spherical 13 373±18 -11.9 1033±88 

Micro TiO2 Accros 

Organics 

Anatase Spherical 200 8±0.04 0.4 874±149 

A10 TiO2 Nanoamor Anatase Spherical 10 96±2.3 -2.1 1020±146 

A15 TiO2 Sigma 

Aldrich 

Anatase Spherical 15 140±5.

8 

-0.1 834±39 

A/R TiO2 Sigma 

Aldrich 

Anatase/ 

rutile 

Spherical 25-75 27±1.5 0.2 715±104 

Rround TiO2 Nanoamor Anatase/ 

rutile 

Spherical 30-40 17±0.1 -1.6 1073±50 

Rneedl

e 

TiO2 Nanoamor Rutile Needle-

like 

10*40 153±1.

4 

-2.3 855±175 

CB, carbon black; TiO2, titanium dioxide 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1: representative transmission electronic microscopy (TEM) images of the 

different particles.  

Scale bar corresponds to 50 nm.  

 

Figure 2: representative optical microscopy images of MRC-5 cells exposed to 2 µm/cm² 

of different particles.  

Scale bar corresponds to 20 µm. 

 

Figure 3: representative transmission electronic microscopy (TEM) images of MRC-5 

cells exposed to 2 µm/cm² of different particles.  

Scale bar corresponds to 10 µm. 

 

Figure 4: cell viability assessed by the WST-1 assay in MRC-5 cells.  

¤: p < 0.05 vs Control. n = 4. Bar graphs represent means ± s.e.m. 

 

Figure 5: MMP-1 expression after particles exposure in MRC-5 cells. 

mRNA expression after (A) 24h and (B) 48h exposure assessed by RT-qPCR. C:  

representative Western Blot of MMP-1 after 48h exposure. Quantification of protein 

expression after (D) 24h and (E) 48h exposure assessed by Western Blot. (F) MMP-1 activity 

measured by enzyme activity assay. *: p < 0.05 vs Control and FW2. #: p<0.05 vs Control, 

FW2 and Micro. n = 4. Bar graphs represent means ± s.e.m. 

 

Figure 6: procollagen-1 α1 and α-actin mRNA expression after particles exposure in 

MRC-5 cells. 

Procollagen-1 α1 expression after (A) 24h and (B) 48h exposure. α-actin expression after (C) 

24h and (D) 48h exposure. ¤: p < 0.05 vs Control. *: p < 0.05 vs Control and FW2. #: p<0.05 

vs Control, FW2 and Micro. n = 5. Bar graphs represent means ± s.e.m. 

 

Figure 7: MMP-1 and α-actin mRNA expression in primary lung fibroblasts after 

particles exposure. 

A: mRNA MMP-1 expression after 48h exposure. B: α-actin mRNA expression after 48h 

exposure. ¤: p < 0.05 vs Control. *: p < 0.05 vs Control and FW2. n = 3. Bar graphs represent 

means ± s.e.m. 
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Figure 8: IL-1β mRNA expression after particles exposure in MRC-5 cells. 

IL-1β expression after (A) 24h and (B) 48h exposure to the different particles. *: p < 0.05 vs 

Control and FW2. #: p<0.05 vs Control, FW2 and Micro. n = 5. Bar graphs represent means ± 

s.e.m. 

 

Figure 9: IL-1β protein expression in MRC-5 cells after 6h, 24h and 48h particles 

exposure.   

*: p < 0.05 vs Control and FW2. n = 4. Bar graphs represent means ± s.e.m. 

 

Figure 10: MMP-1 mRNA expression in presence of IL-1 Ra in MRC-5 cells. Values are 

expressed as the ratio of MMP-1 mRNA in presence of IL-1 Ra to that in absence of IL-1 Ra.  

§: p < 0.05 vs without IL-1 Ra condition. n = 4.  
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Résumé de l’article 
Introduction 

Le but de cette étude est de répondre au deuxième objectif de cette thèse, à savoir mesurer 

l’influence de l’exposition aux NP deTiO2 et de NC sur une pathologie préexistante liée au 

remodelage pulmonaire. Le modèle utilisé est un modèle d’emphysème provoqué par 

l’élastase chez le rat. 

 

Matériels et méthodes 

Nous avons utilisé deux NP : A15, une NP de TiO2 de 15 nm de diamètre, et FW2, une NP de 

NC de 13 nm de diamètre. Nous avons évalué plusieurs de leurs caractéristiques 

physicochimiques : leur surface spécifique, leur état d’agrégation, ainsi que la présence 

éventuelle d’endotoxines. 

Le jour 1 de l’expérience (J1), une instillation intratrachéale de 150 U d’élastase ou de sérum 

physiologique a été réalisée sur des rats Sprague Dawley mâles. Au jour 7, les animaux ont 

reçu une instillation intratrachéale de NP de TiO2, de NP de NC ou d’ASB diluée à 0.5 mg/mL 

dans du sérum physiologique. Deux doses ont été utilisées : 100 et 500 µg par animal. Les 

animaux ont été sacrifiés au jour 8 (J8) ou au jour 21 (J21).Plusieurs paramètres ont été 

évalués. Dans un premier temps, la cellularité du LBA a été mesurée. Une analyse 

morphologique de l’inflammation (par 3 critères : œdème périvasculaire, alvéolite, infiltration 

périvasculaire/péribronchique) et une quantification de l’emphysème (mesurée par la longueur 

moyenne de corde des alvéoles) ont ensuite été réalisées. Afin d’essayer de déterminer un 

mécanisme expliquant les effets observés, l’expression en ARNm de plusieurs marqueurs a 

été mesurée dans le poumon : l’HO-1, un marqueur du stress oxydant, l’IL-1β, un marqueur 

de l’inflammation, la MIP-2, un chémoattractant pour les neutrophiles, le MCP-1, un 

chémoattractant des monocytes, la MMP-1 et la MMP-12. De plus, une analyse 

immunohistochimique a été réalisée sur des coupes de poumon des rats pour localiser et 

quantifier la présence de MMP-12 ainsi que CD68, un marqueur des macrophages. 

Un récapitulatif du protocole mené est présenté dans la Figure 3.1. 
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Figure3.1 : protocole expérimental de l’étude in vivo : exposition des animaux et 

prélèvements/analyses réalisés. 
ASB : Albumine de Sérum Bovin, LBA : Lavage Bronchoalvéolaire, RT-qPCR : Polymerase Chain Reaction 

quantitative en Temps Réel. 

 

Résultats 

La caractérisation des NP a montré que les NP de NC avaient une surface spécifique plus 

élevée que les NP de TiO2. Les deux NP présentent un potentiel zêta comparable et forment, 

en suspension, des agrégats/agglomérats de taille comparable. De plus, il n’a pas été détecté 

d’endotoxine sur les deux NP. 

Les NP de TiO2 seules n’ont pas entraîné de modification de la cellularité du LBA des 

animaux, de l’inflammation pulmonaire ou de l’expression des marqueurs étudiés. En 

revanche, l’exposition aux NP de NC seules à la dose 500 µg a entraîné, à J21, une 

augmentation de l’infiltration périvasculaire/péribronchique ainsi qu’une augmentation de 

l’expression de la MMP-12 (mesurée à la fois en termes d’ARNm et de protéine), et de l’HO-

1 (mesurée en termes d’ARNm). 

L’instillation d’élastase a entraîné à J21 une augmentation de la cellularité du LBA des 

animaux, une augmentation de l’infiltration périvasculaire/péribronchique, le développement 

d’un emphysème, ainsi qu’une augmentation de l’expression en ARNm de HO-1, d’IL-1β et 

de MMP-12. L’augmentation de l’expression de MMP-12 a été constatée à la fois en termes 

d’ARNm et de protéine. Ces résultats n’ont pas été modifiés par le fait d’avoir instillé des NP 

de TiO2 en plus de l’élastase. En revanche, l’exposition des animaux à l’élastase et aux NP de 

NC à la dose 500 µg a aggravé l’inflammation due à l’élastase, sans toutefois modifier 

l’emphysème. 
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Conclusion 

L’exposition aux NP de TiO2 seules n’a pas modifié les paramètres étudiés. En revanche, 

l’exposition aux NP de NC seules a entraîné des effets proches de ceux de l’élastase en termes 

d’inflammation et d’expression de la MMP-12. 

Les NP de TiO2 et de NC utilisées n’ont pas entraîné d’aggravation de l’emphysème 

pulmonaire. En revanche, l’exposition aux NP de NC a aggravé l’inflammation induite par 

l’élastase. 

Un récapitulatif des principaux résultats obtenus est présenté dans le Tableau 3.2. 

 

Traitement à 

J1 

Traitement à 

J7 

Sacrifice à J8 Sacrifice à J21 

Sérum 

physiologique 

ASB  Identique à S-ASB J8 

A15 100 µg Identique à S-ASB 

(contrôle négatif) à J8 

Identique à S-ASB J8 

FW2 100 µg Identique à S-ASB J8 Identique à S-ASB J8 

Elastase ASB cellules du LBA + cellules du LBA +, présence 

d’emphysème 

A15 100 µg cellules du LBA + cellules du LBA +, présence 

d’emphysème 

FW2 100 µg cellules du LBA + cellules du LBA +, présence 

d’emphysème 

Sérum 

physiologique 

ASB Identique à S-ASB J8 Identique à S-ASB J8 

A15 500 µg Identique à S-ASB J8 Identique à S-ASB J8 

FW2 500 µg Identique à S-ASB J8 Inflammation +, HO-1+, MMP-

12 + 

Elastase ASB cellules du LBA + cellules du LBA +, présence 

d’emphysème, inflammation +, 

HO-1 +, IL-1β +, MMP-12 + 

A15 500 µg cellules du LBA + cellules du LBA +, présence 

d’emphysème, inflammation +, 

HO-1 +, IL-1β +, MMP-12 + 

FW2 µg cellules du LBA + cellules du LBA +, présence 

d’emphysème, inflammation ++, 

HO-1 +, IL-1β +, MMP-12 + 

Tableau 3.2 : résumé des résultats obtenus lors de la deuxième étude. 
ASB : Albumine de Sérum Bovin, HO-1 : Hème Oxygénase-1, IL-1β : Interleukine-1β, LBA : Lavage 

Bronchoalvéolaire, MMP-12 : Matrix Métalloprotéase-12, + : augmentation. 
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Abstract 

The aim of this study was to compare the effects of exposure to titanium dioxide (TiO2) and 

carbon black (CB) nanoparticles (NPs) in inducing emphysema or aggravating elastase-

induced emphysema in rats.  

On day 1 (D1), rats were intratracheally instilled with 150 U elastase or saline. On day 7, they 

received an intratracheal instillation of TiO2 or CB (100 or 500 µg) or bovine serum albumin. 

Animals were killed on days 8 (D8) or 21 (D21) for determining bronchoalveolar lavage 

(BAL) cellularity, performing morphlogical analysis of inflammation and emphysema, and 

measuring lung expression of heme oxygenase-1 (HO-1), interleukin-1beta (IL-1beta), 

macrophage inflammatory protein-2, monocyte chemotactic protein -1, matrix 

metalloprotease (MMP)-1, and -12. 

With saline treatment, TiO2 NPs did not modify the factors investigated, but CB NPs 

increased perivascular/peribronchial infiltration and macrophage MMP-12 expression. 

Elastase alone increased BAL cellularity, morphological inflammation and emphysema, and 

induced overexpression of HO-1, of IL-1beta and of macrophage MMP-12 at D21. Exposure 

to TiO2 NPs did not modify pulmonary response to elastase, but exposure to CB NPs 

aggravated elastase-induced histological inflammation without aggravating morphological 

emphysema. 

TiO2 and CB NPs did not aggravate elastase-induced emphysema. However, CB NPs induced 

similar effects as elastase and aggravated elastase-induced histological inflammation. 

 

Keywords: COPD, emphysema, occupational, particles, toxicity 
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BACKGROUND 

Pulmonary emphysema is a chronic degenerative lung disease characterized by an imbalance 

in alveolar destruction and repair that results in progressive destruction of pulmonary alveoli 

and chronic respiratory failure [246]. Pulmonary emphysema is one of the components of 

chronic obstructive pulmonary disease (COPD), a frequent condition with a worldwide 

prevalence of more than 10% in men older than 40 years. The prevalence and mortality of 

COPD are predicted to further increase in the next decades [247]. Different processes are 

involved in alveolar destruction in emphysema, particularly excess of protease expression and 

activity in the lung. In addition to neutrophil elastase, macrophage matrix metalloproteinase 

(MMP)-1 and -12 have a critical role in pulmonary emphysema (see [184] for review).  

Nanotechnology is a continually developing field. Reducing a particle’s size to the nanometric 

dimension can greatly modify its properties, for applications in numerous fields such as 

electronics, materials or health. However, concerns have arisen about the possible effects of 

these manufactured nanoparticles (NPs) on the health of users and/or workers manipulating 

them [114]. Indeed, the toxic effects of NPs are being increasingly evaluated (see for example 

[248]). 

Titanium dioxide (TiO2) is one of the most abundantly produced NPs [63]. Because of its 

optical, photocatalytic and self-cleaning properties, it is widely used in paints, pigments, and 

cosmetics. Nevertheless, exposure to TiO2 NPs has various biological effects [240]. 

Respiratory exposure to TiO2 NPs in animals was found associated with pulmonary 

inflammation [128] [249], parenchymal remodeling [6, 250] and cancer [251]. TiO2 NP 

exposure has been linked to an increase in MMP expression: MMP-12 in murine macrophages 

[252] and MMP-7, -9 and -10 in keratinocytes [73]. Moreover, TiO2 NPs induced the 

expression of interleukin-1β (IL-1β) [249], a strong inducer of MMP-1 [202]. Therefore, 

exposure to TiO2 NPs could lead to and/or aggravate pre-existing pulmonary emphysema, 

given the roles of MMP-1 and MMP-12 in the pathophysiologic features of the disease. The 

potential aggravation of pre-existing emphysema by TiO2 NPs is important because of the 

frequency of COPD and the possibility of patients with COPD having been exposed to TiO2 

NPs. 

Carbon black (CB) NPs are also abundantly produced [63]. Exposure to CB NPs can induce 

cell apoptosis [253] or inflammation [74] or aggravate already existing abnormalities such as 

fibrosis [254] or allergic airway inflammation [255]. However, its comparative effects with 

TiO2 NPs on emphysema induction or aggravation have not been examined yet. This is an 

important point because the effects of NPs depend in part on their chemical nature, and thus 
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we can expect differences in emphysema generation and/or aggravation related to the 

chemical nature of the considered NP. 

Therefore, we aimed to assess whether pulmonary administration of TiO2 or CB NPs in rats 

could induce and/or aggravate emphysema and investigate the molecular mechanisms 

involved. We used a well established elastase-induced pulmonary emphysema rat model, 

which reproduces key phenomena occurring in alveolar walls of patients with emphysema 

[256]. NPs were administered 7 days after elastase instillation, to assess the effects on the 

development of already constituted but still progressing emphysema [257]. We examined 

animals at 2 time-points and exposed to 2 doses of TiO2 or CB NPs. We also characterized the 

physicochemical properties of NPs in terms of size, morphologic features, surface area, 

degree of dispersion and endotoxin content, as factors able to influence their biological 

properties ([248] [258]). 
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RESULTS 

Characterization of NPs 

The detailed physicochemical characterization of NPs (surface area, primary particle size, zeta 

potential and hydrodynamic diameter) is given in Table 2. CB NPs had a higher specific 

surface area than TiO2 NPs (p<0.05). Both NPs had a similar size, about 15 nm diameter. The 

zeta potential for CB and TiO2 NPs, used to indicate suspension stability, was about |20| mV, a 

commonly used limit above which the suspension is aggregated [189]. Indeed, particle size 

distribution (PSD) studies showed aggregation for both NPs, with an average hydrodynamic 

diameter of about 500 nm. 

No endotoxin was detected in either NP (data not shown).  

BAL cellularity 

8 and 21 days after saline/elastase instillation (D8 and D21, respectively), in presence or 

absence of NPs, elastase induced a significant increase in total Bronchoalveolar Lavage 

(BAL) cellularity as compared to saline treatment (p<0.05, Figure 1). Alveolar macrophages 

represented more than 80% of total cells in the BAL, with no significant difference between 

groups (Figure 2).  

Emphysema quantification 

Emphysema was quantified at D21 as described previously [259]. As expected, mean airspace 

chord length was greater with elastase than saline treatment (p<0.05, Figure 3A, B), in 

absence or presence of whatever dose of NPs. Therefore, considering that the effects of NPs 

on LBA cellularity and emphysema were similar when the animals were exposed to 100 or 

500 µg NPs, we used 500 µg NPs for the remaining studies.  

Histological analysis of inflammation 

At D8 and D21, rats receiving saline or elastase showed no alveolar inflammation nor 

perivascular oedema in absence or presence of NPs (Figure 4A-4D).   

At D8, with saline treatment, perivascular infiltration was greater in rats exposed to CB but 

not TiO2 NPs than BSA-treated animals (p<0.05, Figure 4E). Elastase treatment resulted in a 

significant increase in perivascular infiltration (p<0.05, Figure 4E). Moreover, exposure of 

elastase-treated rats to CB slightly but significantly increased this phenomenon. The infiltrates 

were mainly composed of lymphocytes, with also neutrophils and macrophages (Figure 4G). 

Some infiltrates were also located peribronchially. A similar pattern was observed at D21 

(Figure 4F).  

Gene expression quantification 
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At D8, no induction of HO-1, IL-1β, MIP-2, MCP-1, MMP-1 or MMP-12 was observed after 

NP exposure alone, elastase instillation alone or elastase followed by NP exposure (data not 

shown). 

At D21, with saline treatment, the mRNA levels of HO-1 and MMP-12 were increased in rats 

exposed to CB but not TiO2 NPs (p<0.05; Figure 5A, F). With elastase treatment, the mRNA 

levels of HO-1, IL-1β and MMP-12 were higher than that with saline treatment (Figure 5A, B 

and F); a similar pattern was observed in rats instilled with CB NPs. With elastase treatment, 

the mRNA level of MMP-12 was higher in rats with TiO2 exposure than BSA exposure 

(Figure 5F). 

MMP-12 and CD68 immunohistochemical analysis 

To verify whether the increase in MMP-12 mRNA level was also observed at the protein 

level, we analyzed the protein expression of MMP-12 at D21 by immunohistochemical 

staining. With saline treatment, staining for MMP-12 protein was greater with CB NPs than 

BSA exposure (p<0.05, Figure 6A, B). Moreover, staining was greater with elastase than 

saline treatment, regardless of NP exposure. 

Because MMP-12–positive cells showed morphologic features of macrophages, we verified 

the features by CD68 immunostaining in a serial slide compared to the one in which MMP-12 

was detected. Figure 6C shows results for CD68 staining similar to those for MMP-12 

staining. Besides, most cells expressing MMP-12 also expressed CD68, which strongly 

suggests that cells expressing MMP-12 were macrophages. Stained cells were located in the 

alveolar lumen and in the perivascular and peribronchial infiltrates (Figure 6A). Additionally, 

NP aggregates were observed in some CD68 positive cells. 
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DISCUSSION  

The main results of our study are that: 1) TiO2 NPs did not induce inflammation per se and 

did not aggravate elastase-induced pulmonary inflammation and emphysema, except for an 

increase in elastase-induced MMP-12 mRNA expression in the lung, and 2) CB NPs induced 

perivascular/peribronchial infiltration, increased HO-1 mRNA expression in the lung and 

increased MMP-12 mRNA and protein expression in alveolar macrophages. CB NPs 

aggravated elastase-induced perivascular/peribronchial inflammation but not emphysema. 

These results demonstrate, to the best of our knowledge, for the first time, that a single dose 

of TiO2 or CB NPs during elastase-induced emphysema did not aggravate the disease. 

However, CB NPs induced a lung inflammatory and proteasic response close to that induced 

by elastase and, notably, macrophage MMP-12 expression. 

Several studies examined the pulmonary effects of TiO2 NPs in experimental animal models. 

Some authors described a strong inflammatory response [249] and an association with 

emphysema-like alterations [6]. Others found an absence or mild and transient inflammation 

[128] [260]. The main difference between these studies is the dose of NPs, from 4 to 30 

mg/kg in the studies finding strong inflammation [249] [6] and 1 mg/kg for studies finding an 

absence or a mild inflammatory response [128, 260]. Our results agree with these last data, 

because we observed no inflammation in animals exposed to 0.4 and 2 mg/kg TiO2 NPs. In 

this study we wanted to use doses which were relevant in terms of human exposure. We 

reasoned in terms of the current time-weighted average concentrations (TWA) 

recommendations for workers exposed to TiO2 

(http://www.cdc.gov/niosh/review/public/tio2/pdfs/TIO2Draft.pdf). These values are between 

1.5 and 15 mg/m
3 

for a single shift of work (Table 1 of the above referenced document). In 

our study, we used 0.4 and 2 mg/kg, corresponding to a total administered-mass of 100 and 

500 µg per rat, for a 250 g rat. For a 70 kg human, this concentration would lead to the total 

administration of 28 and 140 mg. For a worker inhaling 10 m
3 

per workday, it implies a 2.8 

and 14 mg/m
3
 TiO2 concentration exposure, concentration, which is in the range of TWA 

values. Of course, we are aware that only a fraction of this inhaled dust reaches and remains 

in the lung. However, it is known that TiO2 particles have a long retention half-time (between 

170 and 500 days for the fine and ultra-fine TiO2 particles respectively [261]). Therefore, the 

calculation of the total administered dose must take into account the duration between the day 

of NP administration and the day the animals are sacrificed. In our study, we observed a 14 

days shift between administration and sacrifice. Therefore, the dose initially administrated 

should be divided by 14, which leads to values well below TWA values. 
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Beside mass-doses, expressing the dose of TiO2 on a specific surface area basis also shows a 

critical role of the amount of NPs on TiO2 pulmonary effects [128, 260]. Furthermore, this 

factor seems more important than the crystalline form because our current and previous 

studies showing mild pulmonary effects of TiO2 NPs examined anatase NPs, which are more 

cytotoxic and capable of generating more reactive oxygen species than are rutile ones in vitro 

[144, 262]. We used BSA to disperse the NPs in solution and this procedure could influence 

the biological effects of the NPs, as demonstrated by Val and colleagues in bronchial 

epithelial cells exposed to CB and TiO2 NPs [74]. However, other investigators did not find 

such interference with investigation of different types of carbon nanotubes [194]. This aspect 

deserves further investigation.  

We used NPs that had similar size, but the specific surface area was 3 times greater for CB 

than TiO2 NPs. In vivo and in vitro studies demonstrated that the surface area of NPs can be a 

main determinant of their pro-inflammatory effects [47] [145] [146] [81] [260]. This 

parameter and/or a different surface reactivity, related to the chemical nature of the NPs, can 

explain the difference in inflammatory effects. It has it has been demonstrated that TiO2 and 

CB elicited distinct apoptotic pathways [253], which could also impact their effects on the 

animals. However, no morphological sign of apoptosis was observed in the rat lungs. In 

contrast to TiO2 NPs, CB NPs induced inflammation and expression of the oxidative stress 

marker HO-1 and the protease MMP-12. Using the same NPs as we used, Hussain and 

coworkers [260] showed that the reactivity of CB NPs was higher than that of TiO2 NPs, as 

evaluated by the production of reactive oxygen species in acellular conditions. The increase in 

HO-1 expression we observed supports an oxidative effect of CB NPs [263] [264], which, 

already described in bronchial epithelial cells [253], could be responsible for the 

inflammatory effect of CB NPs [265]. Although we did not find an increase in inflammatory 

cells in BAL at the 2 times, the histological lesions we observed consisted of perivascular and 

peribronchial infiltration of neutrophils, lymphocytes and macrophages, as observed 

previously with other particles [260] [266]. Macrophages engulfed CB NPs, apparent as 

pigmentation in the histological sections. In addition to attracting macrophages to the lung, 

CB NPs activated these cells, as revealed by their increased MMP-12 protein expression 

detected by immunohistochemistry. We and others [252] [267] showed that different particles, 

such Paris Metro or atmospheric particulate matter (PM 10) particles, could induce MMP-12 

expression in macrophages. The present results provide the first demonstration of an increase 

in MMP-12 expression by manufactured NPs, both at the mRNA and protein levels.  
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Although we analyzed MMP-12 protein expression and its localization, we did not measure 

its activity. However, our results showing MMP-12 protein expression in macrophages are 

compatible with the presence of an active enzyme. Indeed, Cobos-Correa and coworkers 

[267] demonstrated in mice intratracheally instilled with PM 10 particles that active MMP-12 

is bound to the membrane of alveolar macrophages. The increase in MMP-12 expression after 

a single exposure to a low dose of CB NPs could have important pathophysiological 

consequences because this protease plays a critical role in emphysema and COPD [185] 

[268]. Continuous exposure to low doses of CB NPs could be consistent with a continuous 

degradation of pulmonary elastin, which could lead to a progressive and chronic degradation 

of lung function, as observed in smokers with developing COPD [268]. Oxidative stress can 

explain MMP-12 induction [269]. Interestingly, HO-1 and MMP-12 were also induced in rats 

with elastase-induced emphysema, which supports the pathophysiological relevance of their 

increased expression after CB NP administration.  

TiO2 NPs did not induce inflammation or protease expression per se but, rather, potentiated 

MMP-12 mRNA induction by elastase. This result is in line with data from Hussain and 

coworkers [260] showing that TiO2 NPs, at a dose close to ours, potentiated toluene 

diisocyanate-induced allergic inflammation in mice without inducing inflammation per se. 

However, the relevance of the potentiation of elastase-induced MMP-12 mRNA expression by 

TiO2 is questionable, because we were unable to detect a parallel increase in protein 

expression. Moreover, this phenomenon was observed in the absence of a parallel increase in 

HO-1 and IL-1β expression, which suggests that the effect of TiO2 NPs on MMP-12 

expression is independent of oxidative stress or IL-1β induction. Further experiments are 

needed to better understand this phenomenon.  

CB NPs were unable to potentiate elastase-induced emphysema, although they induced 

inflammation and MMP-12 expression per se and potentiated elastase-induced 

perivascular/peribronchial infiltration. However, CB NPs did not potentiate HO-1, IL-1β and 

MMP-12 induction by elastase administration. Inoue and coworkers [270] recently examined 

the effects of CB NPs on elastase-induced emphysema. CB NPs with a specific surface area 

and a diameter close to our NPs (300 m
2
/g and 14 nm, respectively) also induced 

inflammation per se and potentiated elastase-induced inflammation (BAL neutrophil number 

at days 1 and 7 and IL-1β, keratinocyte-derived chemokine and MCP-1 BAL levels at day 1 

post-instillation) but not emphysema features. The dose of CB NPs was similar to ours, but 

the NPs the authors used were administered simultaneously with elastase, whereas we 

administered NPs 1 week after elastase to assess the effects on the development of already 
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constituted but still progressing emphysema [257]. This difference could explain why Inoue 

and coworkers [270] found potentiation of elastase-induced inflammation by CB NPs, 

whereas the phenomenon was mild (only observed at the histological level) in the present 

study. Indeed, the simultaneous instillation of elastase and CB NPs could create a synergic 

pulmonary aggression, which was absent with successive administration of both agents. The 

absence of NP-induced emphysema in the present study and in Inoue and coworkers’ work 

[40] could also be related to the duration of particle exposure. Lopes and colleagues [42] 

recently showed that chronic (2-month) exposure to ambient levels of PM 10 (emitted by 

traffic) worsened murine inflammation emphysema induced by elastase. Interestingly, the 

potentiation of elastase-induced inflammation by CB NPs is in contrast with a reduced 

inflammatory response to bacterial infection in elastase-instilled animals [271] [272], 

suggesting a specific effect of NPs in this model. 
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CONCLUSION 

We show an absence of aggravation of emphysema with the administration of a single dose of 

TiO2 or CB NPs. However, CB NPs per se aggravated elastase-induced histological 

inflammation and increased expression of MMP-12, a major protease involved in emphysema 

pathophysiologic features. Further studies with prolonged exposure to NPs are needed to 

examine the implications of these findings in terms of emphysema evolution.  
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MATERIAL AND METHODS 

Chemicals 

Anatase TiO2 NPs (reference 637264) were purchased from Sigma Aldrich (St Louis, MO, 

USA). CB NPs (reference Color Black FW 2) were purchased from Degussa (Dusseldorf, 

Germany).   

The NP were suspended in 0.5 mg/mL Bovine Serum Albumin (BSA, Sigma Aldrich, St 

Louis, MO, USA) as described previously [194]. 

Characterization of NPs 

Specific surface area was measured using Brunauer Emmett Teller (BET) adsorption 

isotherms of nitrogen at 77 K. Particle Size Distribution function (PSD) and zeta potential 

were determined in saline + 0.5 mg/mL BSA using a Zetasizer Nano S (Malvern Instruments 

Ltd, Worcestershire, UK). Transmission Electron Microscopy (TEM) measurements have 

been performed previously [79].  NPs endotoxin content was examined using the Limulus 

Amebocyte Lysate (LAL) kit QCL-1000 (Lonza, Basel, Switzerland) according to the 

manufacturer’s instructions.  

Animals 

240 male Sprague–Dawley rats aged 6 to 8 weeks were purchased from Janvier (Le Genest 

Saint Isle, France). The rats were kept in a conventional animal facility and housed in 

positive-pressure air-conditioned units (22 °C, 60% relative humidity) on a 12h:12h light/dark 

cycle. They had ad libitum access to food and water. The experimental protocol has been 

approved by the local ethical committee for animal research. 

Intratracheal instillation studies 

All animals were anaesthetized by intramuscular injection of a mixture of ketamine (1.6 mg, 

Merial, Lyon, France) and xylazine (300 µg, Bayer, Puteaux, France). The trachea was 

surgically exposed, and sterile saline solution or 150 U porcine pancreatic elastase (Elastin 

Products, Owensville, MO) diluted in sterile saline solution was instilled, in a volume of 150 

µL. Seven days after elastase or saline instillation (D7), rats underwent intratracheal 

instillation with BSA (0.5 mg/mL) or TiO2 or CB NPs (100 or 500 µg/rat). Half of the rats 

were sacrificed the day after NP instillation (day 8 [D8] after elastase), and the other half 14 

days after NP instillation (day 21 [D21] after elastase). Therefore, 6 groups of animals (n=10 

in each one) were constituted per sacrifice time (D8 and D21, respectively) and per dose of 

NPs (100 µg and 500 µg, respectively): saline+BSA (S-BSA), saline+TiO2 (S-TiO2), 

saline+CB (S-CB), elastase+SA (E-BSA), elastase+TiO2 (E-TiO2), and elastase+CB (E-CB).  
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For each experimental condition, 2 groups (group A and group B) of rats were used, with 6 

animals in group A and 4 in group B. Bronchoalveolar lavage (BAL) and Real-Time 

quantitative PCR (RT-qPCR) of the total lung were performed on rats included in group A. 

Histopathology and immunohistochemistry were performed in the lungs of rats included in 

group B. These lungs were fixed by airway instillation with 4% phosphate buffered 

paraformaldehyde at a pressure of 20 cm fluid column for 24 h, before being embedded in 

paraffin. Great-axis sagittal sections (5 µm) were performed in a systematic manner on the 

same part of the lung. Some sections were stained with hematoxylin and eosin (H&E) for 

histological studies; others were kept unstained for immunohistochemical analysis. 

Broncho alveolar lavage cellularity 

Bronchoalveolar lavage (BAL) cellularity was analyzed in anesthetized animals as previously 

described [194]. 

Histopathological analysis 

Inflammatory abnormalities and emphysema were analyzed with an optic microscope (Zeiss 

Axiophot, Carl Zeiss, Oberkochen,Germany). 

The whole tissue section was used for histological study of inflammation. Inflammatory 

abnormalities studied were the following: alveolar inflammation, perivascular oedema and 

perivascular/peribronchial infiltration as described previously [196]. Analysis and 

quantification of the histopathological alterations was performed by two independent 

investigators, including an unrelated expert pathologist who was blinded from the 

experimental design and the treatments the animals received. All histological alterations of the 

same type present on each section were photographed, and surrounded using the Zeiss 

Axiovision 40 software (Carl Zeiss), which gave the corresponding area for each alteration. 

The global alteration score of each animal was calculated as the sum of the areas obtained for 

each alteration on the section. 

In order to quantify emphysema, three black-and-white digital photomicrographs were 

acquired from the cranial, medial, and caudal regions of each slide at x40 magnification, 

excluding areas where large bronchi or vessels predominated, resulting in a total of 9 images 

per lung. Emphysema was then quantified by measurement of the mean chord length of 

alveoli with Analysis software (Soft Imaging System, Münster, Germany) at a 5-mm interval 

as described previously [259]. The global emphysema score of each animal was calculated as 

the mean of the mean chord length obtained for the 9 photographs. 

Real-time quantitative PCR (RT-qPCR) 
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RT-qPCR in lung homogenates was performed as previously described [259]. Genes analyzed 

were heme oxygenase 1 (HO-1), interleukin 1β (IL-1β), macrophage inflammatory protein 2 

(MIP-2), monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1), MMP-1 and MMP-12. The primer 

sequences are given in Table 1. Gene expression was normalized to that of hypoxanthine 

phosphoribosyltransferase (HPRT) as a housekeeping gene.  

Immnunohistochemistry 

Immunohistochemical staining was performed to detect the protein expression of MMP-12 

(anti-MMP-12 antibody, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA; 1:100 dilution) and 

CD68 (anti-CD68 antibody,  Abcam, Cambridge, UK; dilution 1:200). Quantification was 

performed using ImageJ  software [195]. Results were expressed as the percentage of stained 

cells versus total cells. 

Statistics 

Data are expressed as median and interquartile range (IQR; 25
th

 and 75
th

 percentiles). 

Analysis was performed using GraphPad Prism 4.0 software (La Jolla, CA, USA). 

Comparisons between multiple groups were performed using Kruskall–Wallis non-parametric 

ANOVA followed by Mann–Whitney U test when a difference was detected. All comparisons 

were realized with correction for multiple comparisons. A p < 0.05 was considered 

statistically significant. 
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1. Bronchoalveolar lavage (BAL) total cell number. 

Quantification of BAL total cell number at D8 (A, C) and D21 (B, D) post elastase treatment, 

in presence of 100 µg (A, B) or 500 µg NPs. S, saline; E, elastase; BSA, bovine serum 

albumin. CB, carbon black. TiO2, titanium dioxide. *: p<0.05 vs S-BSA. n=6.  Box plots 

show median and interquartile range (25
th

 and 75
th

 percentiles). 

 

Figure 2. Proportion of alveolar macrophages in the BAL. 

Quantification of the differential cell count of the BAL at D8 (A, C) and D21 (B, D) post 

elastase treatment, in presence of 100 µg (A, B) or 500 µg (C, D) NPs.  n=6. Abbreviations 

are the same as in Figure 1. Box plots show median and interquartile range (25
th

 and 75
th

 

percentiles). 

 

Figure 3. Emphysema quantification. 

Emphysema quantification assessed by measurement of the alveolar mean chord length at 

D21, in presence of 100 µg (A) or 500 µg (B) NPs. *: p<0.05 vs S-BSA. n=4. Abbreviations 

are the same as in Figure 1. Box plots show median and interquartile range (25
th

 and 75
th

 

percentiles). 

 

Figure 4. Quantitative analysis of histological inflammation in animals receiving 500 µg 

NPs. 

Histological inflammation was quantified in terms of alveolar inflammation (A, B), 

perivascular oedema (C, D) and perivascular/peribronchial infiltration (E, F) 8 days (A, C, E) 

or 21 days (B, D, F) after initial elastase administration in animals receiving 500 µg NPs. 

Data are expressed as the total surface of the histological slide presenting the histological 

feature. *: p<0.05 vs S-BSA. §: p<0.05 vs E-BSA. n=4. Abbreviations are the same as in 

Figure 1. Box plots show median and interquartile range (25
th

 and 75
th

 percentiles). Panel G: 

representative histological staining of perivascular/peribronchial infiltrates in rat lung at D21 

in animals exposed to 500 µg NPs. Arrows point to perivascular infiltrates. Magnification 

x20. 

 

Figure 5. Gene expression at D21 in animals receiving 500 µg NPs. 
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Quantification of mRNA expression of the different genes at D21 by RT-qPCR. Data are 

expressed as the ratio to HPRT as housekeeping gene. Rats were exposed to 500 µg NPs. *: 

p<0.05 vs S-BSA. §: p<0.05 vs E-BSA. n=6. Abbreviations are the same as in Table 1. Box 

plots show median and interquartile range (25
th

 and 75
th

 percentiles). 

 

Figure 6. Quantification of MMP-12 and CD68 immunostaining at D21 in animals 

receiving 500 µg NPs. 

Localization and quantification of MMP-12 and CD68  on lung sections of rats exposed to 

500 µg NPs evaluated at D21 after elastase administration. (A) Representative histological 

images of staining for MMP-12 (magnification x20, left column) and CD68 (magnification 

x20, middle column, magnification x40, right column). Arrows point to macrophages 

containing NPs. (B) Quantification of MMP-12–positive cells reported to the total number of 

cells. (C) Quantification of CD68-positive cells reported to the total number of cells. *: 

p<0.05 vs S-BSA. n=4. Abbreviations are the same as in Figure 1. Box plots show median 

and interquartile range (25
th

 and 75
th

 percentiles). 
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Table 1. Primers used for real-time PCR 

 

HO-1: heme oxygenase-1 

IL-1β: interleukin-1β  

MCP-1: macrophage inflammatory protein-2  

MIP-2: monocyte chemotactic protein-1 

MMP-1: matrix metalloprotease-1 

MMP-12: matrix metalloprotease-12 

HPRT: hypoxanthine phosphoribosyltransferase  

Name 
Genbank 

Accession Number 
Sequences (5’-> 3’) 

Product 

size (bp) 

HO-1 NM_012580.2 
TGCTGACAGAGGAACACAAAGA 

CGGTCGCCAACAGGAAACT 
186 

IL-1β NM_031512.2 
CTGTGACTCGTGGGATGATG 

GGGATTTTGTCGTTGCTTGT 
210 

MCP-1 NM_031530 
CCAGAAACCAGCCAACTCTCA 

TGTGAACAACAGGCCCAGAAG 
90 

MIP-2 NM_053647.1 
AGGATCGTCCAAAAGATACTGAACA 

TTGATTCTGCCCGTTGAGGTA 
90 

MMP-1 NM_001134530.1 
GCCAACAGGTGCAACAACAC 

GCATCAAGTTTACCTGGCAGATT 
186 

MMP-12 NM_053963.2 
CCCCAACACATTTCGTCTCTCT 

GGATTTGTCAAGGATGGGTTT 
90 

HPRT NM_012583.2 
TGCTGAAGATTTGGAAAAGGTGT 

TTATGTCCCCCGTTGACTG 
261 
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Table 2. Nanoparticles characterization. 

 

Nanoparticle 
Crystal 

phase 

Surface area 

(m²/g) 

Average size 

(nm) (a) 

Zeta potential 

(mV) 

Hydrodynamic 

diameter (nm) 

CB Amorphous 373±18 * 23±6 -21.4 613±145 

TiO2 Anatase 141±6 12±2 -16.9 451±80 

CB, carbon black; TiO2, titanium dioxide 

(a) From reference [18] 

Data are mean ± standard error of mean.  

*: p<0.05 vs TiO2 
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1. Bronchoalveolar lavage (BAL) total cell number. 

Quantification of BAL total cell number at D8 (A, C) and D21 (B, D) post elastase treatment, 

in presence of 100 µg (A, B) or 500 µg NPs. S, saline; E, elastase; BSA, bovine serum 

albumin. CB, carbon black. TiO2, titanium dioxide. *: p<0.05 vs S-BSA. n=6.  Box plots 

show median and interquartile range (25
th

 and 75
th

 percentiles). 

 

Figure 2. Proportion of alveolar macrophages in the BAL. 

Quantification of the differential cell count of the BAL at D8 (A, C) and D21 (B, D) post 

elastase treatment, in presence of 100 µg (A, B) or 500 µg (C, D) NPs.  n=6. Abbreviations 

are the same as in Figure 1. Box plots show median and interquartile range (25
th

 and 75
th

 

percentiles). 

 

Figure 3. Emphysema quantification. 

Emphysema quantification assessed by measurement of the alveolar mean chord length at 

D21, in presence of 100 µg (A) or 500 µg (B) NPs. *: p<0.05 vs S-BSA. n=4. Abbreviations 

are the same as in Figure 1. Box plots show median and interquartile range (25
th

 and 75
th

 

percentiles). 

 

Figure 4. Quantitative analysis of histological inflammation in animals receiving 500 µg 

NPs. 

Histological inflammation was quantified in terms of alveolar inflammation (A, B), 

perivascular oedema (C, D) and perivascular/peribronchial infiltration (E, F) 8 days (A, C, E) 

or 21 days (B, D, F) after initial elastase administration in animals receiving 500 µg NPs. 

Data are expressed as the total surface of the histological slide presenting the histological 

feature. *: p<0.05 vs S-BSA. §: p<0.05 vs E-BSA. n=4. Abbreviations are the same as in 

Figure 1. Box plots show median and interquartile range (25
th

 and 75
th

 percentiles). Panel G: 

representative histological staining of perivascular/peribronchial infiltrates in rat lung at D21 

in animals exposed to 500 µg NPs. Arrows point to perivascular infiltrates. Magnification 

x20. 

 

Figure 5. Gene expression at D21 in animals receiving 500 µg NPs. 
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Quantification of mRNA expression of the different genes at D21 by RT-qPCR. Data are 

expressed as the ratio to HPRT as housekeeping gene. Rats were exposed to 500 µg NPs. *: 

p<0.05 vs S-BSA. §: p<0.05 vs E-BSA. n=6. Abbreviations are the same as in Table 1. Box 

plots show median and interquartile range (25
th

 and 75
th

 percentiles). 

 

Figure 6. Quantification of MMP-12 and CD68 immunostaining at D21 in animals 

receiving 500 µg NPs. 

Localization and quantification of MMP-12 and CD68  on lung sections of rats exposed to 

500 µg NPs evaluated at D21 after elastase administration. (A) Representative histological 

images of staining for MMP-12 (magnification x20, left column) and CD68 (magnification 

x20, middle column, magnification x40, right column). Arrows point to macrophages 

containing NPs. (B) Quantification of MMP-12–positive cells reported to the total number of 

cells. (C) Quantification of CD68-positive cells reported to the total number of cells. *: 

p<0.05 vs S-BSA. n=4. Abbreviations are the same as in Figure 1. Box plots show median 

and interquartile range (25
th

 and 75
th

 percentiles). 
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1) Discussion méthodologique 

1.1) Modèle in vitro utilisé 

Le poumon représente une voie d’entrée particulièrement importante pour les NP [273]. De 

plus, certaines études suggèrent qu’elles sont capables de traverser l’épithélium alvéolaire 

pour se retrouver dans l’espace interstitiel [49, 50]. Les cellules de l’espace interstitiel, dont 

les fibroblastes font partie, sont donc potentiellement amenées à se retrouver en contact avec 

des NP inhalées. 

Les fibroblastes font partie des types cellulaires qui sécrètent la MMP-1, tout comme les 

macrophages, les cellules endothéliales et les cellules épithéliales [10]. Ils jouent un rôle 

important dans le remodelage matriciel, remodelage auquel contribue grandement la MMP-1 

[274]. C’est pourquoi les fibroblastes peuvent représenter un bon modèle in vitro pour étudier 

l’effet des NP sur l’expression de la MMP-1. 

 

La lignée MRC-5, que nous avons utilisée, est une lignée de fibroblastes pulmonaires 

humains. Il est important de noter qu’il s’agit de fibroblastes fœtaux qui, de par leur origine, 

pourraient réagir à un stimulus différemment de fibroblastes adultes, car les cellules fœtales 

peuvent avoir des comportements différents des cellules adultes [275]. De plus, les cellules 

que nous avons utilisées sont issues d’une lignée cellulaire, et sont donc susceptibles de réagir 

différemment de fibroblastes primaires du fait du caractère transformé de la lignée, car lignées 

cellulaires et cellules primaires n’ont pas forcément le même comportement [276]. C’est 

pourquoi nous avons utilisé des fibroblastes pulmonaires humains primaires pour confirmer 

certains des résultats obtenus sur les cellules MRC-5. Nous avons observé également une 

induction de la MMP-1 et une diminution de l’expression de l’α-actine en réponse à 

l’exposition aux NP de TiO2, ce qui confirme nos résultats obtenus sur la lignée MRC-5. 

 

1.2) Modèle in vivo utilisé 

1.2.1) Modèle d’emphysème 

Il existe différents modèles permettant d’induire un emphysème chez l’animal. Bien que le 

modèle élastase soit l’un des plus utilisés [123], il présente l’inconvénient de ne pas être 

représentatif des expositions humaines associées au développement de l’emphysème. Un autre 

modèle très utilisé pour l’induction de l’emphysème est le modèle par exposition à la fumée 

de cigarette. Il a en effet été démontré comme présentant de nombreuses similitudes avec 

l’emphysème pulmonaire tel qu’il peut être observé chez l'Homme, en particulier en ce qui 
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concerne l’élargissement des alvéoles, les mécanismes du développement de l’emphysème et 

l’inflammation [277]. Il présente toutefois l'inconvénient d'être long à mettre en place, car 

l'exposition à la fumée de cigarette doit être réalisée pendant plusieurs mois avant d'obtenir 

des lésions de type emphysème. 

Nous avons choisi le rat comme animal d’étude. Il faut rappeler que l'homme et le rat ont des 

structures pulmonaires différentes [277] et que, de ce fait, le rat n'est pas forcément un modèle 

représentatif de ce que l'on pourrait observer chez l'Homme. D'un autre côté, les modèles 

d’animaux qui sont également utilisés dans les modèles d’emphysème, la souris et le hamster, 

présentent eux aussi des structures pulmonaires différentes de celles de l’Homme [277]. 

 

1.2.2) Mode d’exposition aux NP 

Nous avons choisi d’exposer les animaux aux NP par instillation intratrachéale. Ainsi qu’il en 

a été discuté dans le contexte de cette étude, l’instillation intratrachéale, même si elle présente 

l’inconvénient de ne pas être représentative d’une exposition humaine, permet une exposition 

rapide et à une dose connue de NP. Une exposition par inhalation à des concentrations 

connues de NP nécessite, a contrario, d’avoir un générateur d’aérosols de nanoparticules 

maîtrisant parfaitement leurs caractéristiques physicochimiques au cours du temps, qu’il 

s’agisse de leur taille ou concentration. De tels appareils existent, comme le Characterization 

of Instruments Measuring Aerosols of Nanoparticles [278] mais sont très peu répandus. 

 

1.3) Doses utilisées  

1.3.1) Doses utilisées in vitro 

La comparaison entre les doses auxquelles sont exposés les animaux dans les modèles in vivo 

et les doses auxquelles sont exposées les cellules dans les modèles in vitro est difficile à faire. 

En effet, pour être en mesure d’estimer la quantité de particules arrivant au contact des 

cellules du poumon, il faut pouvoir estimer de nombreux paramètres, tels que la quantité de 

particules atteignant le poumon profond, la clairance de ces mêmes particules, voire, si l’on 

s’intéresse à un type cellulaire n’étant pas directement au contact de la lumière alvéolaire, la 

capacité des particules à être transloquées. Or, si ces paramètres sont connus dans certains cas, 

comme par exemple la proportion de particules atteignant le poumon profond [46] dans le cas 

de particules sphériques chez l’Homme, ils sont eux-mêmes dépendants de nombreux 

facteurs, tant au niveau de l’individu exposé (espèce, taille, poids, état de santé, activité…) 

que de la particule (taille, forme, état d’agrégation…). L’extrapolation des doses d’exposition 
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des animaux à des NP avec la dose d’exposition des cellules à ces mêmes NP est donc 

difficile à réaliser. 

 

Il existe plusieurs façons d’exprimer les doses d’exposition aux NP dans les modèles in vitro. 

Une façon est d’exprimer les doses en µg/mL, mais d’autres études expriment également leurs 

doses en divisant la quantité de NP par la surface qu’occupent les cellules. Ceci permet de 

comparer les études et les expériences entre elles, car toutes les études ne cultivent pas leurs 

cellules dans des boîtes de cultures de même surface. De plus, les NP ont tendance à 

sédimenter une fois dans la boîte de culture, et donc à entrer en contact avec les cellules. 

Les doses employées lors des études in vitro sur les effets des NP de TiO2 vont de 0.1 µg/cm² 

pour l’étude de Simon-Deckers et coll. [71] jusqu’à 1 mg/cm² dans l’étude de Churg et coll. 

de 1999 [279]. Celles utilisées lors des études sur les effets des NP de NC vont de 3 ng/cm² 

dans l’étude de Don Porto Carero et coll. [75] à 20 µg/cm² dans l’étude de Mroz et coll. [78]. 

Cela signifie que les doses utilisées dans la partie in vitro de cette étude sont dans la gamme 

des concentrations utilisées dans les études sur les effets des NP deTiO2, et que la dose 100 

µg/cm² est supérieure aux doses utilisées dans les études sur les effets du NC.  

 

1.3.2) Doses utilisées in vivo 

La valeur maximale d’exposition par inhalation au TiO2 recommandée par le National 

Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH) se situe à 1.5 mg/m
3 

pour le TiO2 

micrométrique et à 0.1 mg/m
3 

pour le TiO2, à raison d’une exposition maximale de 10 heures 

par jour pour une semaine de travail de 40 heures [280]. Il faut cependant noter que le fait 

d’exprimer cette valeur en masse de particules n’est pas adapté aux NP, en raison de leur très 

faible masse individuelle. 

Les études exposant les animaux à des NP de TiO2 par inhalation utilisent des doses de NP 

s’échelonnant entre 0.5 à 10 mg/m
3
 dans l’étude de Bermudez et coll. [126] soit des doses 

supérieures à valeur maximale recommandée par le NIOSH. 

 

Afin de pouvoir rapporter cette valeur limite d’exposition à une dose utilisée lors d’une 

exposition intratrachéale, il convient de calculer la dose maximale qui peut se déposer dans 

les poumons d’un travailleur au cours d’une semaine d’exposition, s’il est exposé à la 

concentration en TiO2 maximale recommandée par le NIOSH. 

En activité, le volume courant (le volume mobilisé à chaque cycle respiratoire) peut aller de 1 

L à 2 L. Si l’on considère qu’un individu adulte a 15 cycles respiratoires par minute, on voit 
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qu’en une heure, un travailleur respire entre 900 et 1800 L d’air, ce qui correspond à 0.9 et 1.8 

m
3
. En une semaine de travail de 40 heures, un travailleur respire donc entre 36 et 72 m

3
 d’air. 

Si l’air qu’il respire contient 0.1 mg/m
3
 de TiO2, il peut donc se déposer dans ses poumons au 

maximum entre 3.6 et 7.2 mg de TiO2.  

 

Dans notre modèle d’instillation intratrachéale, les doses utilisées sont de 0.4 et 2 mg/kg, car 

elles correspondent à une instillation intratrachéale de 100 et 500 µg de NP pour un rat de 250 

grammes environ. L’extrapolation de cette dose à un travailleur de 70 kg conduit à des doses 

de 28 et 140 mg, soit des doses très supérieures à la dose maximale correspondant à la valeur 

de 0.1 mg/m
3
 recommandée par le NIOSH. 

Cependant, seule une faible partie de la dose inhalée se dépose et reste dans le poumon 

profond [47, 281]. 

Par exemple, Obserdorster et Yu ont démontré que, si une souris était exposée pendant 24 

heures à des NP de 20 nm à une dose de 100 µg/m
3
 par inhalation, la dose déposée dans ses 

alvéoles ne serait que de 1.4 µg [281]. Si l’on tient compte de ce paramètre, il est possible que 

les doses que nous avons utilisées soient proches de la valeur limite recommandée par le 

NIOSH. 

 

En ce qui concerne le NC, la valeur maximale d’exposition recommandée le NIOSH est de 

3.5 mg/m
3
 pour une exposition de 8 heures par jour et pour une semaine de travail de 40 

heures. Il est à noter que cette valeur s’applique aux particules de NC quelle que soit leur 

taille, et donc s’applique également aux NP de NC. 

En ce qui concerne les études exposant des animaux à des NP de NC par inhalation, l’étude de 

Jackson et coll. utilisait, dans son modèle d’inhalation des animaux, une concentration de NP 

de NC de 43 mg/m
3
, soit une dose supérieure aux valeurs limites proposées par le NIOSH. 

C’est également le cas d’une autre étude menée par Niwa et coll., au cours de laquelle les 

auteurs ont exposé des rats à des NP de NC à une dose de 15 mg/m
3 
[282]. 

 

En une semaine de travail, un travailleur respirant entre 36 et 72 m
3
 d’air, s’il était exposé à 

cette valeur maximale d’exposition au NC, recevrait au maximum entre 126 et 252 mg dans 

les poumons. Les doses que nous avons utilisées dans notre étude étaient de 0.4 et 2 mg/kg, ce 

qui, chez un humain de 70 kg, représenterait une masse de 28 et 140 mg, respectivement. On 

peut donc dire que la dose faible que nous avons utilisée est inférieure à la valeur maximale 

recommandée par le NIOSH. 
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Les doses utilisées dans les études de la littérature utilisant une instillation intratrachéale 

unique de NP de TiO2 vont de 0.8 mg/kg d’animal pour l’étude de Hussain et coll. [133] 

jusqu’à 30 mg/kg dans l’étude de Yazdi et coll. [132]. Pour un travailleur de 70 kg inhalant 10 

m
3
 par jour, cela correspondrait à des doses de 5.6 jusqu’à 210 mg/m

3
. Il est difficile de 

conclure si toutes correspondent à des valeurs inférieures à la valeur limite de 0.1 mg/m
3 

recommandée par le NIOSH, bien qu’il soit possible, en tenant compte de la faible rétention 

des NP de TiO2, que cela soit le cas pour les études utilisant les doses les plus faibles. 

 

Les études s’intéressant aux effets du NC utilisent des doses uniques allant de 0.3 mg/kg pour 

l’étude de Kamata et coll. [141] à 20 mg/kg pour l’étude de Shwe et coll. [135]. Si on 

extrapole ces valeurs à un humain de 70 kg qui inhalerait une dose équivalente, on arrive à 

des valeurs de 21 et 1400 mg. L’étude de Kamata et coll. utilise donc une dose de NP 

inférieure à la valeur maximale recommandée par le NIOSH, ce qui n’est pas le cas de l’étude 

de Shwe et coll [135]. 

 

1.4) Particules utilisées 

L’objectif, en utilisant des particules de paramètres physicochimiques différents, était 

d’observer l’influence de ces paramètres sur les effets biologiques des particules, car, comme 

on l’a vu dans le contexte de notre travail, il existe plusieurs paramètres physicochimiques 

capables d’influer sur les effets des NP [1]. Pour cela, le but était d’avoir des particules 

identiques à l’exception d’un seul paramètre physicochimique. 

Nous avons utilisé des NP dont certains paramètres variaient. Ces paramètres sont la taille, la 

forme, la variété cristalline, et la composition chimique. Pour observer l’influence de la taille, 

nous avons utilisé 3 particules d’anatase de tailles différentes ; pour observer l’influence de la 

forme, nous avons utilisé 2 NP composées de TiO2 seulement sous forme rutile, de forme 

différentes ; pour observer l’influence de la variété cristalline, nous avons utilisé des NP de 

dimensions proches, d’anatase, de rutile et d’un mélange d’anatase et de rutile ; pour observer 

l’influence de la composition chimique, nous avons utilisé des NP de TiO2 et de NC de 

dimensions proches. 

Pour commencer, les caractéristiques des particules données par les fournisseurs n’étaient pas 

forcément exactes : ainsi, le Rrond, que nous pensions uniquement constitué de rutile, est en 

fait, après un nouvel examen réalisé par le fournisseur en 2011, constitué à 80% d’anatase 

contre 20% seulement de rutile, ce qui rend caduque toute volonté de comparer le Rrond et le 
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Rbâton en prenant en compte la seule différence de variété cristalline. De plus, un paramètre 

qui varie beaucoup entre les particules de cette étude est la surface spécifique, laquelle varie 

de 25 m²/g pour le mélange anatase/rutile à 350 m²/g pour la NP de NC. Or, la surface 

spécifique est également susceptible de modifier les effets biologiques des NP [47, 146], et 

peut donc rendre difficile l’observation de l’influence d’autres facteurs sur les effets 

biologiques des NP. Il est donc difficile d’obtenir des NP se différenciant sur un seul 

paramètre physicochimique à la fois. 

Un autre paramètre capable de moduler les effets des particules est leur état 

d’agglomération/agrégation [143]. Il existe des agents dispersants permettant de réduire l’état 

d’agglomération/agrégation des particules, comme l’ASB. Cependant, ces agents sont 

également susceptibles de modifier les effets des particules [74]. Dans la première étude sur 

les fibroblastes, nous avons choisi de ne pas utiliser d’agent dispersant. Dans la deuxième 

étude, cependant, nous avons décidé d’utiliser de l’ASB, ceci afin d’augmenter la quantité de 

particules susceptibles d’atteindre les poumons des animaux. Il a en effet été démontré que la 

quantité de particules susceptibles d’atteindre le poumon profond augmentait si le diamètre de 

celles-ci diminuait [281]. 

 

2) Discussion des résultats 

Les principaux résultats de ces deux études sont que : 

 

1. In vitro : les NP de TiO2 induisent la MMP-1 dans la lignée MRC-5, cette induction 

faisant en partie intervenir l’IL-1β. De plus, 2 NP de TiO2, A/R et le Rrond, ainsi que 

le TiO2 micrométrique, augmentent l’activité de la MMP-1. Il est observé 

parallèlement une diminution de l’expression de l’α-actine et du procollagène-1 α1. 

Ces résultats ne sont pas observés dans le cas d’une exposition aux NP de NC. 

 

2. In vivo : Les NP de TiO2 ne provoquent pas d’emphysème et ne modifient pas l’effet 

de l’élastase chez le rat, après instillation intratrachéale de doses de NP de TiO2 de 0.1 

et 0.5 mg par animal. Les NP de NC ne provoquent pas d’emphysème, l’exposition à 

ces NP entraîne une inflammation ainsi qu’une augmentation de l’expression de HO-1 

et de la MMP-12 ; de plus, les NP de NC aggravent l’inflammation causée par 

l’instillation d’élastase. 
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3. On observe un effet de la composition chimique des NP dans les modifications 

cellulaires et tissulaires observées, car dans les 2 modèles les NP de NC ont des effets 

différents des NP de TiO2. De plus, dans l’étude in vitro on observe un effet de la taille 

des particules car les particules de TiO2 micrométriques n’induisent pas la MMP-1 

autant que les NP de TiO2, et cette induction ne semble pas faire intervenir l’IL-1β. 

 

2.1) Effet des NP sur l’expression des MMP 

L’étude in vitro réalisée sur la lignée MRC-5 ainsi que sur les fibroblastes primaires humains 

a permis de montrer que les particules de taille micrométrique et les NP de TiO2 étaient 

capables d’induire la MMP-1, ce qui n’était pas le cas des NP de NC. A l’heure actuelle, 

aucune étude n’a évalué l’expression de la MMP-1 en réponse au TiO2 ; en revanche, dans 

une étude de Amara et coll., les auteurs ont observé l’expression de la MMP-1 après 

exposition de NP de NC de 95 nm de diamètre sur des cellules de la lignée A549 à une dose 

de 10 µg/cm². Les auteurs ont observé que l’exposition des cellules aux NP de NC ne 

modifiait pas l’expression de la MMP-1 [8], ce qui est en accord avec nos résultats. 

Si nous avons observé une augmentation de l’expression de la MMP-1 en réponse à 

l’exposition des cellules aux NP de TiO2, il faut cependant rappeler que l’expression de la 

MMP-1 est régulée à plusieurs niveaux [10] et que le fait d’observer une augmentation de 

l’expression en ARNm de la MMP-1 ne signifie pas forcément que l’activité de la MMP-1 

augmente. Ici, si toutes les NP de TiO2 induisent l’augmentation de l’expression de la MMP-

1, seules 2 d’entre elles, l’A/R et le Rrond, augmentent l’activité de la MMP-1. 

 

Naveau et coll. ont observé qu’une exposition à des NP de maghémite à raison de 1.6 mg/mL 

sur des fibroblastes gingivaux humains pendant 24 heures avait pour conséquence une 

augmentation de la sécrétion de la MMP-1, mais aussi de la MMP-2, la MMP-3 et TIMP-2 

[283]. L’augmentation de la MMP-1 observée est donc en accord avec les résultats de notre 

étude in vitro ; en revanche, les NP de TiO2 n’induisent pas la MMP-2 dans notre étude. 

 

Nous avons recherché les mécanismes potentiellement impliqués dans l’induction de la MMP-

1 en réponse à l’exposition des fibroblastes aux NP de TiO2. Nous avons observé que nos 

particules de TiO2 n’entraînaient pas la production de ROS. Bien que le stress oxydant ait été 

démontré comme étant une conséquence de l’exposition aux NP dans plusieurs études [113, 

114], plusieurs études ont rapporté que les NP de TiO2 n’induisaient pas de stress oxydant [73, 

143]. Bien que le TGF-β soit connu pour tout à la fois induire l’α-actine et le procollagène-1 
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α1 tout en réprimant la MMP-1 [164, 175, 179], dans notre modèle les particules et les NP 

deTiO2 ne modifient pas l’activation de sa voie de signalisation. Il semble donc peu probable 

que le TiO2 induise la MMP-1 en modulant la voie de signalisation du TGF-β. Emmprin est 

connu pour induire la MMP-1 [163] mais nous n’avons pas observé de modification de 

l’expression d’Emmprin en réponse à l’exposition aux particules micrométriques et aux NP de 

TiO2, aussi semble-t-il peu probable que l’induction de la MMP-1 que nous observons en 

réponse à l’exposition aux particules micrométriques et aux NP de TiO2 soit liée à Emmprin. 

Nous avons, en revanche, observé une induction de l’IL-1β en réponse à l’exposition aux NP 

de TiO2. De plus, nous avons observé que le traitement des cellules par l’IL-1 Ra pouvait 

diminuer l’induction de la MMP-1 après exposition aux NP d’A/R et de Rbâton, ce qui 

indique que l’IL-1β pourrait être impliquée dans l’induction de la MMP-1 en réponse à ces 

NP de TiO2. Cette induction d’IL-1β en réponse aux NP de TiO2 a déjà été observée dans 

d’autres études, lesquelles ont montré que ce phénomène dépendait de l’inflammasome 

NALP-3 [84, 94]. Cependant, les résultats que nous avons obtenus avec l’IL-1 Ra montrent 

que d’autres études sont nécessaires pour déterminer l’implication exacte de l’IL-1β dans 

l’induction de la MMP-1, et que d’autres cytokines sont peut-être également impliquées. Il a 

été démontré que plusieurs cytokines sont induites en présence de NP de TiO2, comme le GM-

CSF, l’IL-6, l’IL-8 [70, 74]. Comme ces cytokines peuvent induire la MMP-1 [10], leur 

expression dans notre modèle peut être intéressante à étudier. De plus, l’effet du traitement 

par l’IL-1Ra sur l’activité de la MMP-1 après exposition des cellules aux NP de TiO2 n’a pas 

encore été évalué. 

Nous avons observé que l’exposition des cellules MRC-5 à des NP de TiO2 pouvait conduire à 

l’induction d’IL-1β, laquelle avait pour conséquence l’induction de la MMP-1. L’IL-1β est 

une cytokine capable d’induire l’expression d’un grand nombre de gènes [92]. Or, si plusieurs 

études ont démontré que l’IL-1β était induit en réponse à l’exposition aux NP de TiO2 [84, 

94], en revanche aucune n’a étudié l’effet de cette exposition sur l’expression d’autres gènes 

induits par l’IL-1β. Il pourrait donc être intéressant d’évaluer l’expression d’autres gènes qui 

sont induits par l’IL-1β, en particulier les gènes induits par NF-κB. 

 

L’étude in vivo sur les rats n’a pas permis d’observer une induction de la MMP-1 après 

exposition aux NP de TiO2, contrairement aux observations faites dans notre modèle in vitro. 

Différentes hypothèses peuvent être avancées pour expliquer ce résultat. En premier lieu, le 

fait que l’espèce soit différente dans les deux études. La cinétique d’exposition est également 

différente, puisque les cellules de la lignée MRC-5 et les fibroblastes primaires ont été 
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exposés jusqu’à 48 heures, alors que les rats ont été exposés aux NP par une instillation 

intratrachéale unique avec évaluation de l’expression de la MMP-1 à 24 heures puis à 14 jours 

après l’exposition. La dose utilisée dans les 2 modèles est elle aussi différente. Enfin, il est à 

noter que la MMP-1 a été, dans le cas du modèle in vivo, mesurée dans le poumon total des 

animaux, et que de ce fait c’est l’expression de la MMP-1 de l’ensemble des types cellulaires 

composant les poumons des animaux qui a été mesurée. Il est donc possible que les 

fibroblastes pulmonaires sécrètent plus de MMP-1 en réponse aux NP de TiO2, mais que cette 

augmentation ne soit pas détectable à cause de la présence des autres types cellulaires. Des 

expériences complémentaires sont à réaliser afin de confirmer ou d’infirmer cette hypothèse, 

par exemple des expériences d’immunohistochimie en utilisant un anticorps dirigé contre la 

MMP-1. Dans notre étude in vitro, nous avons observé une dissociation entre l’expression de 

la MMP-1 en termes d’ARNm et d’expression protéique et l’activité de la MMP-1, en réponse 

à l’exposition des cellules aux NP de TiO2. En effet, si toutes les NP de TiO2 induisaient 

l’expression de la MMP-1, seules 2, l’A/R et le Rrond, conduisent à une augmentation de 

l’activité de la MMP-1. Ceci peut s’expliquer par le fait que nous avons mesuré l’activité de la 

MMP-1 dans les surnageants des cellules, alors que l’expression en ARNm ainsi que 

l’expression protéique ont été réalisés sur des lysats cellulaires. Il pourrait donc être 

intéressant de mesurer l’expression protéique de la MMP-1 dans les surnageants cellulaires. 

 

Différentes études ont évalué l’impact de l’exposition de cellules aux NP de TiO2 sur 

l’expression des MMP : Wan et coll [227] ont mesuré l’expression de la MMP-2, la MMP-9, 

de TIMP-1 et TIMP-2 sur des monocytes humains après exposition à 2 et 5 µg/mL de NP de 

TiO2 et de cobalt, sans trouver de modification de l’expression des différents gènes étudiés. 

Une autre étude, menée par Fujita et coll. [73], a observé que l’exposition de kératinocytes 

humains à des NP de TiO2 à des doses de 50 µg/mL avait comme conséquence une induction 

de l’expression de la MMP-7, de la MMP-9 et de la MMP-10. Bien que certaines études aient, 

en accord avec nos résultats, observé une induction de MMP en réponse à l’exposition aux NP 

de TiO2, cela n’est pas le cas de toutes les études ; il est possible que cela soit dû en partie aux 

différences entre les modèles d’exposition. 

Il a été démontré, dans une étude de Bachoual et coll. [252], que les particules micrométriques 

de TiO2 pouvaient induire l’expression de la MMP-12 sur des RAW 267.4. Dans notre modèle 

in vivo, il est apparu que les NP de TiO2 pouvaient majorer l’effet inducteur de l’expression de 

la MMP-12 observé après exposition des animaux à l’élastase seule. Toutefois ceci a été 

constaté seulement pour l’expression en ARNm de la MMP-12, et pas pour l’expression 
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protéique de cette dernière. L’interprétation de l’effet des NP de TiO2 sur l’expression de la 

MMP-12 nécessite d’autres expériences pour mieux comprendre les mécanismes impliqués. 

 

2.2) Effet des NP sur les pathologies associées au remodelage matriciel 

A l’heure actuelle, aucune étude n’a été publiée concernant les effets des NP de TiO2 sur un 

modèle d’emphysème. Cependant, l’étude de Chen et coll. montre la présence de lésions de 

type emphysème chez des souris exposées à des NP de TiO2 [6]. Dans notre étude in vivo, 

nous n’avons pas observé de modification des effets de l’élastase par les NP de TiO2. Il est 

cependant à noter qu’il existe des différences entre notre modèle et celui de Chen et coll., en 

particulier la dose utilisée : les auteurs de l’étude ont utilisé 100 et 500 µg de NP par animal, 

ce qui correspond à environ 4 et 20 mg/kg pour une souris de 25 grammes. Nous avons utilisé 

des doses très inférieures (0.2 et 4 mg/kg), et cela peut expliquer les différences observées. De 

plus, l’espèce animale utilisée dans notre étude n’est pas la même que dans l’étude de Chen et 

coll., or il a été démontré que les souris présentaient plus de lésions de type emphysème que 

les rats à la suite d’une exposition à l’élastase [277]. 

 

Il a été démontré que les NP de TiO2 pouvaient être impliquées dans d’autres pathologies 

comportant un remodelage matriciel. En particulier, Hussain et coll. [133] ont observé les 

effets d’une administration oropharyngée de 0.8 mg/kg de NP de TiO2 de 15 nm dans un 

modèle d’asthme induit par du toluène-2,4-diisocyanate chez la souris. Ils ont observé, 2 jours 

après l’administration des NP, que l’exposition aux NP de TiO2 avait pour conséquence une 

augmentation de l’HRB, un afflux de macrophages et de polynucléaires neutrophiles dans le 

LBA, ainsi que des lésions histologiques (œdème, lésions épithéliales, inflammation) [133]. 

Une autre étude, cependant, a porté sur l’effet d’une inhalation à raison de 10 mg/m
3 

de 2 

types de particules de TiO2 (1 NP de dimensions 10*40 nm et 1 particule de diamètre inférieur 

à 5 µm) sur des souris normales ou dans un modèle d’asthme induit par l’OA [138]. Les 

auteurs ont observé, après 4 semaines d’exposition aux 2 types de particules TiO2, que les 

LBA des animaux asthmatiques présentaient moins de leucocytes que leurs pendants non 

asthmatiques, une diminution de l’HRB, ainsi qu’une diminution de l’expression de presque 

tous les médiateurs impliqués dans l’inflammation étudiés, à l’exception de CXCL5, lequel 

était plus exprimé après exposition aux NP de TiO2. Il semble donc difficile de conclure quant 

aux éventuels effets modulateurs des NP de TiO2 sur des pathologies pulmonaires associées au 

remodelage. Nous n’avons pas observé d’effet modulant des NP de TiO2 sur le modèle 

d’emphysème, ce qui est en opposition avec les études de Hussain et coll. [133] et de Rossi et 
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coll. [138]. Il est à noter que ces deux études concernent des modèles d’asthme, et sont donc 

difficilement comparables à nos résultats sur le modèle d’emphysème. 

 

Nous avons observé qu’une exposition aux NP de NC seules entraînait l’apparition d’une 

inflammation périvasculaire/péribronchique, ainsi que l’induction de la MMP-12 et celle de 

HO-1. De plus, les NP de NC aggravaient l’inflammation observée sur les poumons des rats 

exposés à l’élastase seule. Cette aggravation des effets de l’élastase est en concordance avec 

ceux d’une étude de Inoue et coll. [142] : les auteurs ont observé que l’exposition au NC 

aggravait l’infiltration de neutrophiles dans le LBA des animaux, ainsi que la sécrétion d’IL-

1β et de keratinocyte-derived chemoattractant. La dose utilisée dans cette étude était similaire 

à celle de notre étude (1.6 mg/kg). En revanche, dans l’étude d’Inoue et coll. les NP ont été 

administrées en même temps que l’élastase, alors que dans notre étude les NP n’ont été 

administrées qu’à J7. Cette différence de cinétique d’administration des traitements peut 

expliquer les différences observées entre les résultats des deux études, car il est possible que 

les NP de NC n’aient pas le même effet sur un modèle d’emphysème s’ils sont administrés en 

même temps que l’élastase par rapport à un modèle d’emphysème déjà en développement, 

comme c’était le cas dans notre étude in vivo. 

 

Il existe plusieurs mécanismes qui pourraient expliquer les effets des NP de NC. Le premier 

est le stress oxydant : il a en effet été démontré comme étant impliqué dans le développement 

de l’emphysème [183]. Nous avons observé que l’exposition des rats aux NP de NC avait 

comme conséquence l’induction de l’HO-1, laquelle est induite en cas de stress oxydant 

[284]. De plus, l’exposition au NC est connue comme pouvant induire du stress oxydant, à la 

fois in vitro [79] et in vivo [141]. Il faut cependant noter que, dans notre étude in vitro, nous 

n’avons pas observé d’induction de stress oxydant à la suite d’une exposition des cellules 

MCR-5 aux NP de NC, même si les NP en elles-mêmes étaient capables de produire des ROS. 

Aussi d’autres expériences sur le modèle in vivo sont nécessaires afin de déterminer le rôle 

exact du stress oxydant dans les effets des NP de NC. 

Les NP de NC ont été démontrées comme pouvant entraîner l’induction de l’expression de 

différentes cytokines proinflammatoires, comme par exemple l’IL-6 ou l’IL-8 [74], lesquelles 

sont également susceptibles de jouer un rôle dans le développement de l’emphysème [285]. 

Bien que les résultats du modèle in vivo de notre étude aient montré l’absence d’induction de 

TNF-α après exposition aux NP de NC, il pourrait être intéressant, en mesurant l’expression 



Discussion 

 

188 

 

de l’IL-6 ou l’IL-8, de voir si l’IL-1β est le seul médiateur impliqué dans les effets des NP de 

NC observés dans notre étude in vivo. 

 

2.3) Effets de la modification des paramètres physicochimiques 

Dans ce travail, nous avons cherché à mesurer l’influence de plusieurs paramètres 

physicochimiques sur les effets biologiques des NP. 

 

2.3.1) Effet de la taille 

Les résultats de notre étude in vitro sur les cellules de la lignée MRC-5 indiquent que le TiO2 

micrométrique induit l’expression de la MMP-1 de façon moins prononcée que les NP de 

TiO2. De plus, cette induction ne fait pas intervenir l’IL-1β alors que c’est le cas avec les NP 

de TiO2. Enfin, l’induction de l’activité de la MMP-1 observée après exposition des cellules 

aux particules de TiO2 micrométrique est moins importante que celle observée après 

exposition des cellules à l’A/R et au Rrond. On observe donc une différence dans les effets 

des particules entre l’échelle nanométrique et l’échelle micrométrique. Un tel résultat a déjà 

été démontré dans d’autres études [49, 50]. Il est à noter que les particules que nous avons 

utilisées, bien que de tailles différentes, forment, en solution, des agglomérats/agrégats de 

taille similaire, et qu’il a déjà été observé que des particules formant des agglomérats/agrégats 

de taille similaire pouvaient avoir des effets proches, même si les particules qui composaient 

ces agglomérats n’avaient pas la même taille [143]. La différence avec nos résultats peut 

s’expliquer par le fait que, bien que les NP de TiO2 et de NC forment des agglomérats, la 

surface de ces agglomérats est bien composée d’éléments nanométriques potentiellement 

capables de réagir, au contact de leur environnement, différemment d’éléments de taille 

micrométrique. 

 

2.3.2) Effet de la composition chimique 

Dans l’étude in vitro comme dans l’étude in vivo, nous observons des différences marquées 

entre effets des NP de TiO2 et effet des NP de NC, y compris lorsque nous comparons les 

effets des NP de NC à ceux de NP de TiO2 de dimensions similaires (A15 par exemple) : les 

NP de TiO2 induisent l’expression de la MMP-1 alors que ce n’est pas le cas des NP de NC, et 

l’exposition aux NP de NC entraîne une inflammation périvasculaire/péribronchique, ce qui 

n’est pas observé après exposition des animaux aux NP de TiO2. De telles différences ont déjà 

été observées dans d’autres études, comme celle de Val et coll. [74] dans laquelle les auteurs 
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ont observé que les NP de TiO2 et de NC provoquaient de l’apoptose sur des cellules 16HBE 

avec intervention de mécanismes différents.  

 

2.3.3) Effet des autres facteurs physicochimiques des particules utilisées 

De nombreux facteurs physicochimiques autres que la taille, la composition chimique ont été 

démontrés comme pouvant moduler les effets biologiques des NP, en particulier leur forme 

[69, 136] et leur variété cristalline [94, 128, 144] ou leur surface spécifique [146]. Dans 

l’étude in vitro que nous avons réalisée, nous n’avons pas pu mettre en évidence d’effet clair 

de ces paramètres physicochimiques. En effet, nous n’avons pas observé d’effet de la surface 

spécifique, puisque, dans notre étude in vitro, les NP de TiO2 qui induisaient l’expression de 

la MMP1 via l’IL-1β étaient le mélange anatase/rutile et le rutile bâton. Or le mélange 

anatase/rutile avait une surface spécifique de 27 et 150 m²/g, respectivement. L’absence 

d’effet de la surface spécifique sur les effets biologiques des NP  a également été retrouvé 

dans la littérature : Lanone et coll. [286] ont exposé des cellules des lignées A549 et THP-1 à 

des NP de surfaces spécifiques variées et n’ont pas observé d’impact de la surface spécifique 

sur la toxicité des NP.  

L’absence d’effet de la forme sur les effets biologiques des particules de TiO2 a également été 

observée. En effet, Warheit et coll. [243] ont exposé des rats à des particules de TiO2 

micrométrique de formes différentes, par instillation intratrachéale, à des doses de 1 et 5 

mg/kg. Les auteurs n’ont pas observé de différences entre les effets inflammatoires après 

exposition aux différentes particules. 

L’absence d’impact de la forme, la variété cristalline ou la surface spécifique est 

probablement à mettre en relation avec la difficulté d’utiliser des NP ne variant que d’un seul 

paramètre physicochimique. D’autres études semblent donc nécessaires afin de déterminer 

l’influence exacte de chaque paramètre physicochimique dans les effets biologiques des NP. 
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Le but de cette thèse était d’enrichir les connaissances sur les effets biologiques des NP de 

TiO2. Pour cela une étude in vitro a été réalisée sur un modèle de lignée de fibroblastes 

pulmonaires humains en mesurant l’expression de la MMP-1 après exposition à des particules 

de TiO2 et de NC. De plus, une étude in vivo a été réalisée en administrant des NP de TiO2 et 

de NC sur un modèle d’emphysème induit par l’élastase chez le rat. 

Les principales conclusions et perspectives issues de ce travail sont envisagées dans 3 

principaux domaines. 

 

1/ Certaines NP de TiO2 induisent l’expression de la MMP-1 via l’IL-1β dans le modèle 

cellulaire employé 

 

Plusieurs points restent encore à éclaircir concernant les mécanismes impliqués dans cette 

induction. 

 

 Etudier l’influence d’autres cytokines sur l’expression de la MMP-1 en réponse à 

l’exposition aux NP de TiO2. Il a en effet été démontré que, si l’utilisation d’IL-1Ra 

permettait de réduire l’induction de la MMP-1 observée en réponse à l’exposition au 

mélange anatase/rutile et au rutile bâton, ce n’était pas le cas pour les autres NP de 

TiO2, lesquelles induisent elles aussi la MMP-1. Aussi, l’implication d’autres 

cytokines connues comme induisant la MMP-1 et comme pouvant être induites suite à 

l’exposition au TiO2, comme l’IL-8 ou le GM-CSF, est à étudier. 

 

 Etudier les mécanismes impliqués dans la dissociation entre l’expression de la MMP-1 

en termes d’ARNm et d’expression protéique et l’activité de la MMP-1 observée, dans 

le modèle in vitro, après exposition des cellules aux NP de TiO2. Plus précisément, il 

serait intéressant d’étudier l’influence des différents mécanismes de régulation post-

traductionnels de l’activation de la MMP-1. 

 

 Etudier l’expression et l’activité de la MMP-12 dans le modèle de fibroblastes 

pulmonaires humains. Il a été observé que, chez les rats, l’exposition au NC avait 

comme conséquence l’induction de la MMP-12. L’expression de cette MMP n’ayant 

pas été évaluée dans le modèle de fibroblastes pulmonaires humains, il pourrait être 

intéressant de le faire afin de comparer les effets de l’exposition aux NP dans les deux 

modèles. 
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 Etudier l’effet de l’exposition au TiO2 sur un modèle de coculture 

fibroblastes/macrophages ou macrophages/cellules épithéliales. Si les fibroblastes sont 

susceptibles d’être exposés aux NP, ils ne constituent pas le type cellulaire le plus 

directement exposé : c’est le cas des macrophages ou des cellules épithéliales. Ainsi, il 

pourrait être intéressant d’exposer des macrophages, aux NP et d’étudier le contenu du 

surnageant de ces cellules ainsi que les effets de ce surnageant sur les fibroblastes. 

 

2/ Les NP de TiO2 n’aggravent pas l’emphysème induit par l’élastase dans le modèle 

d’instillation intratrachéale chez le rat utilisé, les NP de NC entraînent de l’inflammation, 

l’induction de la MMP-12 et aggravent l’inflammation provoquée par l’élastase  

L’exposition des rats aux NP de NC entraîne une inflammation périvasculaire/péribronchique 

ainsi qu’une expression de la MMP-1, de HO-1 et de l’IL-1β. De plus, les NP de NC 

aggravent l’inflammation périvasculaire/péribronchique provoquée par l’élastase. Les 

résultats concernant les NP de NC suggèrent que, bien qu’elles n’aggravent pas l’emphysème 

aux deux temps de sacrifice étudiés, elles pourraient, en cas d’exposition prolongée, 

représenter un facteur de risque de survenue de l’emphysème. En revanche, ceci ne semble 

pas être le cas des NP de TiO2. 

 

Plusieurs points pourraient être approfondis concernant cette étude. 

 

 Mesurer l’activité de la MMP-12 dans les LBA ou les poumons des animaux exposés 

aux NP. En effet, l’augmentation de l’expression de la MMP-12 a été observée, mais 

pas son activité. Ceci permettrait de valider la pertinence physiologique de l’induction 

de la MMP-12. 

 

 Déterminer les mécanismes impliqués dans l’induction de la MMP-12 observée après 

exposition aux NP de NC. En effet, le fait que l’expression de HO-1 soit augmentée 

après exposition aux NP de NC peut signifier une implication du stress oxydant dans 

l’induction de l’expression de la MMP-12. Ceci pourrait être évalué in vitro, sur des 

cultures primaires de cellules de rat comme des fibroblastes ou des macrophages, qui 

sécrètent la MMP-12, en exposant les cellules à des NP de TiO2 ainsi qu’à des 

inhibiteurs du stress oxydant (NAC). 
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 Mesurer l’expression et l’activité de la MMP-1 dans les fibroblastes des poumons des 

rats. En effet, les expériences menées sur le modèle in vitro ont permis de démontrer 

que l’exposition aux NP de TiO2 conduisait à une induction de l’expression de la 

MMP-1, ce qui n’a pas été observé dans le poumon total des animaux. Une expérience 

d’immunohistologie en utilisant un anticorps dirigé contre la MMP-1 et un autre dirigé 

contre un marqueur des fibroblastes permettrait de voir si la MMP-1 est plus exprimée 

dans les fibroblastes après exposition au TiO2 dans le modèle in vivo. 

 

3/ La taille et la composition chimique modulent les effets des NP 

Dans les deux études, on observe une différence entre les effets des NP de TiO2 et de NC. De 

plus, dans l’étude in vitro, les particules de TiO2 micrométriques induisaient des effets 

différents de ceux des NP de TiO2. Les autres facteurs étudiés dans l’étude in vitro, la forme et 

la variété cristalline, ne semblent pas moduler les effets des NP de TiO2. 

De façon à affiner les résultats obtenus, l’expérience suivante pourrait être réalisée :  

 

 Obtenir une meilleure dispersion des particules lors de l’étude in vitro. Afin d’observer 

l’effet de la taille des particules indépendamment de leur état 

d’agglomération/agrégation, et ainsi pouvoir mieux comparer les résultats observés 

pendant ce travail, l’utilisation d’agents dispersants pourrait être envisagée dans le 

contexte du modèle in vitro.  

 

 

Ce travail de thèse aura permis de répondre à plusieurs questions concernant les effets 

biologiques des NP de TiO2 et de NC. Il aura ainsi été démontré, en particulier, que les deux 

types de NP sont capables d’induire l’expression de MMP : les NP de TiO2 peuvent induire 

l’expression de la MMP-1 et les NP de NC peuvent induire l’expression de la MMP-12. Ce 

travail suggère donc que l’exposition à des NP de TiO2 ou de NC est susceptible d’avoir des 

conséquences en termes de remodelage matriciel, comme le développement de pathologies 

associées à ce remodelage. 
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Abstract 

Several studies suggest that the biological responses induced by manufactured nanoparticles 

(MNPs) may be linked to their accumulation within cells. However, MNP internalisation has 

not yet been sufficiently characterised. Therefore, the aim of this study was to compare the 

intracellular uptake of 3 different MNPs: two made of carbon black (CB) and one made of 

titanium dioxide (TiO2), in 16HBE bronchial epithelial cells and MRC5 fibroblasts. 

Transmission electron microscopy was used to evaluate the intracellular accumulation. 

Different parameters were analysed following a time and dose-relationship: localisation of 

MNPs in cells, percentage of cells having accumulated MNPs, number of aggregated MNPs 
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in cells, and the size of MNP aggregates in cells. The results showed that MNPs were widely 

and rapidly accumulated in 16HBE cells and MRC5 fibroblasts. Moreover, MNPs 

accumulated chiefly as aggregates in cytosolic vesicles and were absent from the 

mitochondria or nuclei. CB and TiO2 MNPs had similar accumulation patterns. However, 

TiO2 aggregates had a higher size than CB aggregates. Intracellular MNP accumulation was 

dissociated from cytotoxicity. These results suggest that cellular uptake of MNPs is a common 

phenomenon occurring in various cell types. 

 

Keywords: nanotechnologies; nanomaterials; toxicity; lung 
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1. Introduction  

 Nanotechnology is an emerging field involving a wide range of technologies that 

measure, manipulate, or incorporate materials having at least one dimension between 1 and 

100 nanometers (ASTM International, 2006). Manufactured nanoparticles (MNPs) are 

intentionally produced for use in various consumer products or industrial techniques (e.g., as 

pigments or chemical catalysts). The properties of nanoparticles differ from those of bulk 

materials of the same compound, allowing them to exert novel physical and chemical 

functional activities (Lanone et al., 2006, 2009; Oberdörster et al., 2005a). 

 Although new applications of MNPs are generating considerable enthusiasm, there is 

increasing evidence that MNP exposure can lead to adverse health effects. The respiratory 

system is a major route of unintentional exposure to aerosolised MNPs. Moreover, the 

respiratory system is a potential route for MNP translocation to the systemic circulation. 

However, MNP translocation studies showed that this was a limited phenomenon, the 

pulmonary retention being more important (Kreyling et al., 2002). Therefore, MNP 

toxicological studies have been widely focused on the MNP fate in the pulmonary system. In 

vitro and in vivo studies established that MNP exposure can alter cell viability, induce 

inflammation and pulmonary tissue remodelling, and impair redox regulation (Donaldson et 

al., 2005; Stone et al., 2007). Furthermore, several studies suggest that the biological 

responses induced by MNPs may be linked to MNP accumulation within cells (Bartneck et 

al., 2010; Oh et al., 2010). Indeed, internalised MNPs may directly target organelles such as 

the mitochondria, leading to oxidative stress (Li et al., 2003; Oberdörster et al., 2005a). 

Another target of MNPs is the nucleus: thus, MNPs can directly or indirectly induce DNA 

oxidative damages in the nuclear compartment (Bhattacharya et al., 2009; Mroz et al., 2007; 

Trouiller et al., 2009). However, MNP internalisation has not yet been sufficiently 

characterised.    

 Various techniques have been used to study MNP internalisation. Flow cytometry or 

confocal microscopy was used in recent studies (Faklaris et al., 2008; Thurn et al., 2010). 

However, these techniques require MNP labeling or surface modification, which may 

constitute a major disadvantage given that changes in MNP physical characteristics (size, 

shape, surface chemistry) can modify the internalisation and/or subcellular localisation of 

MNPs (Al-Rawi et al., 2011; Gupta et al., 2005; Nativo et al., 2008; Win et al., 2005). 

Transmission electron microscopy (TEM) is the technique of reference for studying MNP 

internalisation. With TEM, nano-sized structures can be identified in the cell environment and 

within cellular organelles (Oberdörster et al., 2005b). However, TEM has rarely been used to 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/pubmed?term=%22Faklaris%20O%22%5BAuthor%5D
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accurately quantify MNP internalisation. TEM evaluation of internalisation is a cumbersome 

and expensive procedure and requires optimal sample preparation (Schrand et al., 2010). To 

the best of our knowledge, no comparative TEM studies of the internalisation of various 

MNPs by various cell types are available. Moreover, the relationship between MNP 

internalisation and their physico-chemical characteristics has been insufficiently analysed.  

Therefore, the aim of this study was to use TEM to compare the intracellular uptake of 3 well-

characterized MNPs (one made of titanium dioxide and two of carbon black) in 2 different 

relevant target cells (one representative of the bronchial epithelium, the other of the 

underlying connective tissue), according to MNP concentration and time of exposure. This 

comparison was supported by several parameters (localisation of aggregated MNPs in cells, 

percentage of cells having accumulated MNPs, number of aggregated MNPs in cells, size of 

MNP aggregates in cells analysed at different time points). Furthermore, we examined the 

effects of MNPs on cell viability. 

 We choose titanium dioxide (TiO2) and carbon black (CB) MNPs because TiO2 and 

CB nanoparticles are among the most widely produced nanomaterials (Baan et al., 2006). 

TiO2 in particles of supra-nanometer scale has been used commercially for over 100 years as a 

white pigment in numerous products including paints and other coatings, foods, cosmetics, 

and skin-care preparations such as topical sunscreens. Several newer technologies use TiO2 

MNPs, for instance for producing paints and sunscreen lotions/sprays. CB MNPs are used 

chieftly as a pigment in inks and paints and in automobile tires (Donaldson et al., 2005; Ema 

et al., 2010).     

2. Material and methods 

2.1. Cellular models 

 MRC5 cells (ATCC CCL-171), a human fibroblast cell line, and the 16HBE14o- 

bronchial cell line (provided by Dr. D.C. Gruenert; Medical Research Facility, California 

Pacific Medical Centre, San Francisco, CA, USA) were used in this study. MRC5 cells were 

derived from normal lung tissue of a 14-week-old male foetus (Jacobs et al., 1970). The 

16HBE140- cell line was originally developed from human bronchial epithelium, transformed 

with SV40 large T-antigen (Cozens et al., 1994). Both cell lines were maintained in a culture 

medium (DMEM for MRC5 and DMEM/F12 for 16HBE14o-) with L-Glutamine 

supplemented with 10% foetal bovine serum (FBS) for MRC5 cells, 2% Ultroser G (UG) for 

16HBE cells and 1% antibiotics at 37°C in a 5%-CO2 humidified incubator. These cells were 

seeded at a density of 1 to 1.6 x 10
4
cells.cm

-
². 

2.2. Manufactured nanoparticles 
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 Three types of MNPs were tested: two made of CB (CB21 [P60] and CB13 [FW2] 

from Evonik/Degussa, Essen, Germany) and one of TiO2 (637254 from Sigma-Aldrich, Saint 

Louis, MO, USA). The mean aerodynamic diameters reported by the suppliers were 21 and 13 

nm for the CB21 and CB13 MNPs, respectively, and 15 nm for TiO2 MNPs.   

 Dry powders were used to evaluate the physico-chemical characteristics of MNPs. 

Specific surface area was measured at -196°C using the nitrogen absorption-desorption 

technique (Brunauer Emmet Teller method, BET). MNP granulometry and aggregation status 

were evaluated in particle suspensions using photon correlation spectroscopy (PCS) and zeta 

potential measurement, respectively (Zetasizer 300HS, Malvern Instruments, Malvern, UK).   

 Stock suspensions of MNPs were prepared by weighing out the dry powders and then 

suspending them in serum-free (0%) culture medium to reach the concentration of 2 mg.ml
-1

. 

The stock suspensions were stored at -20°C. Ten minutes before starting the experiments, we 

sonicated the defrosted MNP stock suspensions in an ultrasound bath to achieve optimal 

dispersion. We then diluted the suspensions in serum-free culture medium by successive 

dilutions. Cells were exposed to MNP concentrations of 0.5, 5 and 10 µg.cm
-
² (of cultured 

surface) for 6, 24 and 48 hours. Given that cells were cultured in 75 cm² flasks containing 15 

ml of DMEM, we needed suspensions to be diluted at the doses of 2.5, 25 and 50 µg.ml
-1

 

(corresponding to 0.5, 5 and 10 µg.cm
-
²). To do that, the stock suspensions were first diluted 

at 1: 4, then a second dilution (1: 10) was made from the new suspension to reach the 

concentration of 50 µg.ml
-1

 (or 10 µg.cm
-
²). Finally, the suspensions of 0.5 and 5 µg.cm

-
² (2.5, 

25 µg.ml
-1

) were done by diluting the 10 µg.cm
-
² MNP suspension.   

 MNP endotoxin content was measured using the Limulus Amebocyte Lysate (LAL) kit 

QCL-1000 (Lonza, Basel, Switzerland). Briefly, particles in DMEM were sonicated (as 

described above), and the particle suspensions were centrifuged for 10 min at 18,000g. The 

supernatants were collected and centrifuged. This sequence was repeated twice and the 

endotoxin levels in the supernatants were then determined. 

The main physico-chemical characteristics are summarized in Table 1. 

2.3. Cytotoxicity assay 

 Cytotoxicity was assessed using the colorimetric WST-1 assay (Roche Diagnostics, 

Rotkreuz, Switzerland), which measures the mitochondrial dehydrogenase activity in viable 

cells. MRC5 and 16HBE cells were seeded in 96-well microplates at a density of 1.6 x 

10
4
cells/cm² in DMEM containing 10% FBS or 2% UG, then left in the medium for 24h. 

Shortly before starting the exposures, 10 µg.cm
-
² of each MNP suspension were prepared as 

described above. However, since surfaces (0.32 cm²) and volumes (200 µl) in microplate 
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wells were different from those in flasks, to expose cells to the same MNP concentration, the 

doses were adapted considering that 10 µg.cm
-
² corresponded to 16 µg.ml

-1
 of MNPs. After 

removing DMEM from wells and washing cells with 100µl/well of phosphate buffered saline 

(PBS), MNP suspensions were distributed in each well. After 24h of contact, MNP 

suspensions were removed and cells were washed with PBS. Then, cells were incubated with 

100 µl/well of WST-1 solution for 2h, at 37°C, in the dark. Two hours later, the cytotoxicity 

was determined by measuring the absorbance with a scanning multi-well spectrophotometer 

(Multiskan Ex microplate photometer, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). The 

absorbance directly correlates to the number of viable cells. Three independent experiments 

were performed with 3 replicate wells used for each condition in each experiment. 

2.4. Transmission electron microscopy 

2.4.1. Cell pellet fixation 

 Following exposure of cells to MNPs in flasks, attached cells were washed with 

culture media and fixed in situ with 2.5% glutaraldehyde in 0.045M sodium cacodylate buffer 

(pH 7.4) at 4°C for 2 hours. The cells were then washed 3 times in sodium cacodylate buffer. 

Once recovered by de-adhering with scrapers, cell suspensions in 0.045M sodium cacodylate 

buffer were centrifugated at 1500 rpm for 5-7 min, and the pellets were post-fixed with 2% 

osmium tetroxide in distilled water for 30 min, at room temperature and in the dark. 

2.4.2. Cell pellet embedding 

 The post-fixed pellets were dehydrated in graded ethanol series before being 

transferred into Beem capsules filled with epon resin (48.9%), dodecenyl succinic anhydride 

(17.9%) and nadic methyl anhydride (33.3%). Then, the capsules were incubated at 37°C, in 

an oven vacuum for 24h, followed by incubation in a 60°C oven for 24h, to complete the 

embedding. 

2.4.3. Sample ultrathin cuts and staining 

Ultrathin sections (60 nm thickness) were made with a Leika ultramicrotome and transferred 

without contrasting onto copper grids, they were observed with an analytical transmission 

electron microscope (TEM).  

2.4.4. TEM evaluation 

 The microscope used for the study was a JEOL 1200 EX II TEM at 60kV (JEOL, 

Tokyo, Japan), fitted out with an energy dispersive X-ray spectrometer (EDS OXFORD LINK 

ISIS 300 spectrometer) and a digital GATAN camera (ERLANGSHEN ES500W). Observed 

MNPs were classified as aggregated within cells. We defined an MNP aggregate as a cluster 

of more than 1 MNP (Hackley, 2001).  
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 Measurements were made on 50 morphologically preserved cells chosen randomly 

from 5 different grids in each condition. Observations were performed by 2 different 

observers, between whom agreement was greater than 95%. The following parameters were 

calculated using the SAISAM software (MicroVision, Evry, France): 

1. Cell localisation of MNPs (free in the cytoplasm or in vacuoles, mitochondria, or 

nuclei) 

2. Percentage of cells containing MNPs 

3. Mean number of aggregated MNPs in cells (per cell) 

4. Mean size of intracellular MNP aggregates (per cell) 

4.1. Mean size of each aggregate 

4.2. Percentage of cell surface area occupied by MNP aggregates 

 To improve the accuracy of our estimate of intracellular MNP accumulation, each cell 

displaying morphological signs of cellular death (cellular membrane disruption, cellular 

splitting/blebbing) was systematically excluded. Thus, only cells with visible and well 

preserved cytoplasm, nucleus, and mitochondria were studied. Furthermore, the chemical 

nature of TiO2 MNPs was checked using EDX analysis. Aggregated MNPs were classified 

based on their subcellular localisation (free in cytoplasm or in vacuoles, mitochondria, or 

nuclei). The time-response relationship was examined after 6, 24 and 48h exposure to 5 

µg.cm
-2

 and the dose-response relationship was investigated after 24h of contact to 0.5, 5 and 

10 µg.cm
-2

 of MNPs. 

2.5. Statistical analysis 

 Three independent experiments were performed by exposing the cells to the different 

MNPs at the different doses and during the different time periods. In the TEM studies, we 

analysed 50 cells of each experiment. We compared MNP accumulation across doses and 

exposure times using the Chi-2 test and the other parameters using one-way ANOVA. When 

ANOVA showed statistically significant differences between treatments (p<0.05), pairwise 

comparisons were performed using Tukey’s test. The cellular viability data were compared by 

performing a Kruskal-Wallis test, followed by a Dunn’s test. All statistical analyses were 

conducted using GraphPad Prism software (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). 

p<0.05 was considered statistically significant. 

3. Results 

3.1. Physico-chemical characterisation of MNPs 

 Table 1 shows the physico-chemical characteristics of the MNPs. The 3 types of MNP 

had similar sizes and a round-like shape (L’Azou, 2008). Furthermore, CB13 MNPs had a 
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significantly larger specific surface area than CB21 MNPs. The 3 MNPs shared a tendency to 

form aggregates of around 1 µm in the culture media, the CB21 aggregates being significantly 

larger than the TiO2 aggregates. No endotoxin contamination was detected in any of the three 

MNP samples.        

3.2. Cell localisation of MNP 

 Figures 1 and 2 show typical TEM images of MRC5 and 16HBE cells exposed to 5 

µg.cm
-2

 of CB13, CB21 or TiO2 MNP for 6 hours. The results of MRC5 exposure to 5 µg.cm
-
² 

of MNPs are shown in figure 1. Panel A illustrates the CB13 MNP distribution in a MRC5 

cell. CB13 MNPs were found as aggregates in the cytosol, usually in vesicle-like 

compartments and in rare instances free in the cytoplasm, being impossible to quantify such 

rare events. No particles were seen in the mitochondria, nuclei, or other organelles. Panels B 

and C of figure 1 show CB21 and TiO2 MNP accumulation in the MRC5 cell line. Both MNP 

types were also found as aggregates in cytosolic vesicles. Panels A, B and C of figure 2 

display the distributions of the 3 MNPs in 16HBE bronchial cells. As previously described in 

MRC5 cells, each MNP type was usually seen as aggregates in cytoplasmic vesicles and less 

often visualised free in the cytosol. Again, no MNPs were found in mitochondria or nuclei.  

3.3. Percentage of cells containing MNPs 

 Figure 3 shows the percentages of the 2 cell lines containing the three MNPs.  

Time-response relationship 

 About 60% of MRC5 cells contained CB13 MNPs after 6h (Fig. 3A). This percentage 

increased to nearly 80% after 24h (p<0.05 vs. 6h) then remained stable until 48h. Moreover, 

the percentage of cells containing TiO2 and CB21 MNPs also increased significantly over 

time.  

 Almost 95% of 16HBE cells accumulated CB13 MNPs after 6h and this value did not 

change over 24 and 48h (Fig. 3B). An absence of time-response effect was also observed with 

TiO2 MNPs. Moreover, the percentage of cells containing MNPs after 6h was significantly 

lower with TiO2 and CB21 MNPs than with CB13 MNPs (p<0.05).  

 Finally, with 16HBE cells, the percentage of cells containing CB13 and CB21 MNPs 

at 6h was significantly higher than MRC5 cells (p<0.05).  

Dose response relationship 

 About 60% of MRC5 cells contained CB13 MNPs after exposure to 0.5 µg.cm
-2

 (Fig. 

3C). This percentage increased to near 80% when cells were exposed to 5 µg.cm
-2

 (p<0.05 vs. 

0.5 µg.cm
-2

) and no further increase was observed after exposure to 10 µg.cm
-2

. Similar 

results were obtained with CB21 MNPs. A slightly different response was observed after 
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exposure to TiO2 MNPs, since the percentage increased significantly after exposure to 5 

µg.cm
-2

 compared to 0.5 µg.cm
-2

 and then decreased when a dose of 10 µg.cm
-2

 was used.  

 Almost 80% of 16HBE cells accumulated CB13 MNPs after exposure to 0.5 µg.cm
-2

 

and this value did not change when doses of 5 and 10 µg.cm
-2

 were used (Fig. 3D). A similar 

response was observed with TiO2 MNPs. However, with CB21 MNPs, the percentage of cells 

containing MNPs increased dose-dependently between 5 and 10 µg.cm
-2

 (p<0.05 in both 

cases). Moreover, the percentage of cells containing MNPs after exposure to 0.5 µg.cm
-2

  was 

significantly lower with TiO2 and CB21 MNPs than with CB13 MNPs (p<0.05). 

 No significant difference in the dose-response effect was found between the 2 cell 

lines, except for CB13 accumulation that seemed to occur in more 16HBE cells with the 

lowest dose. 

 Overall, these results show time- and dose-dependent modulations in the percentage of 

MRC5 cells containing the three MNPs. These modifications were not found consistently with 

16HBE cells. 

3.4. Mean number of aggregated MNPs in cells  

 Figure 4 shows the average number of aggregated MNPs observed in both cell lines. 

Indeed, as accumulated MNPs were found chiefly as aggregates in both cell types, we 

therefore counted only MNP aggregates.  

Time-response relationship 

 With MRC5 cells, we found a time-dependent increase in the number of CB13 MNP 

aggregates but not in the number of CB21 and TiO2 MNPs (Fig. 4A). By contrast, a time-

dependent modification in the number CB21 and TiO2 MNPs aggregates was observed in 

16HBE cells (Fig. 4B). In neither cell type were there any major differences across the 3 MNP 

types. Finally, differences were found between the MNP aggregate numbers in 16HBE and 

MRC5 cells after 6h but not after 24h or 48h. 

Dose response relationship 

 A dose-response effect was observed for the 3 MNPs in MRC5 cells (Fig. 4C). With 

16HBE cells, a dose-response effect was noted only with TiO2 MNPs (Fig. 4D).  Finally, 

16HBE cells contained larger aggregate numbers of CB13 and CB21 MNPs at 0.5 µg.cm
-2

 

than did MRC5 cells (p<0.05).  

3.5. Mean size of intracellular MNP aggregates  

3.5.1. Mean size of individual aggregates (Fig. 5).  
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 Figure 5 shows the mean size of individual MNP aggregates observed in both cell 

lines. As we performed these observations by TEM, a two-dimensional technique, the 

aggregate size was expressed as a surface (µm²).  

Time-response relationship 

 In MRC5 cells, the mean size of individual CB13 and CB21 MNP aggregates 

increased transiently at 24h (Fig. 5A). After 6h, the mean size was significantly greater for 

TiO2 MNP aggregates than for CB13 and CB21 MNP aggregates (6 fold increase, p<0.05 for 

both comparisons) and did not change significantly over time. A similar general pattern was 

observed in 16HBE cells (Fig. 5B) except that the transient increase was noted only with TiO2 

MNPs. No major differences were found between the 2 cell lines.   

Dose response relationship 

 The size of MNP aggregates showed no major dose-dependency with either cell line 

(Fig. 5C and 5D). In both cell lines, the size with exposure to 0.5 µg.cm
-
² was higher with 

TiO2 MNPs than with the other 2 MNPs (p<0.05 for both comparisons). The size was greater 

in 16HBE cells than in MRC5 cells.  

3.5.2. Percentage of cell surface area occupied by MNP aggregates (Fig. 6).  

 As compared to the size of individuals MNP aggregates, similar time- and dose-

dependencies of aggregate size were obtained when the results were expressed as the 

percentage of the cell surface area occupied by MNP aggregates on TEM sections (Fig. 6).  

3.6. Cytotoxicity of MNPs in MRC5 and 16HBE cell lines 

 Figure 7 shows the percentage of viable MRC5 and 16HBE cells after 24h exposure to 

each MNP in a dose of 10 µg.cm
-
².  

 After 24h of exposure to 10 µg.cm
-
² of CB13 MNPs, the percentage of viable MRC5 

cells decreased significantly to about 30%. No changes in 16HBE cell viability were noted 

under the same conditions. Furthermore, the viability of MRC5 and 16HBE cells did not 

change after exposure to CB21 and TiO2 MNPs.  

4. Discussion 

 The main results of our study are as follows: 1) MNP accumulation occurred in a high 

percentage of cells overall (60-80%), was close to the peak value after only 6h, and occurred 

even with the lowest dose of 0.5 µg.cm
-
²; 2) MNPs accumulated chiefly as aggregates in 

cytosolic vesicles, and the number of aggregates increased over time or with the dose, except 

with CB MNPs in 16HBE cells whose aggregate number was at the peak after 6h (CB13) or 

with the lowest dose studied (CB13 and CB21); and 3) with the shortest exposures and lowest 

doses, the size was higher overall for TiO2 MNP aggregates than for the 2 CB MNP 
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aggregates. Although several statistically significant differences between the 2 cell lines were 

found, these differences were quantitatively minor, indicating that the behaviour of the 2 cell 

lines was similar overall after exposure to all 3 MNP types. Thus, intracellular MNP 

accumulation seems to be a common and rapid phenomenon that occurs in both epithelial and 

mesenchymal cells. However, the chemical nature of the MNPs influences intracellular 

accumulation. Thus, compared to the 2 CB MNP types, TiO2 MNPs had a larger mean 

aggregate size within cells and a smaller specific surface area and aggregate size in the culture 

media (Table 1). Finally, MNP accumulation was dissociated from cellular toxicity. Indeed, 

CB13 was the only cytotoxic MNP type, and this cytotoxicity occurred only with the MRC5 

cells.  

 The first aim of the study was to compare MNP accumulation in different cell types. 

Since the respiratory system is a major route of MNP entry into the body, we used 16HBE and 

MRC5 cells as models of the bronchial epithelium and subjacent connective tissue, 

respectively. It is reasonable to use TEM to confirm cellular uptake of MNPs, TEM being a 

good qualitative method to analyse particle uptake. However, because any TEM picture is 

only reflecting one plane of cells, this technique is considered at most as a semiquantitative 

method to determine the MNP distribution in a whole cell. Therefore, to obtain reproducible 

and representative results, 50 cells on several different fields were observed and each entire 

cell was examined. In both cell types, MNPs accumulated rapidly, in more than half the 

cultured cells, but occupied a small percentage of the cell surface area (between 0.04 and 4%). 

Furthermore, in both cell types, invaginations of the plasmic membrane were observed and 

MNPs were found chiefly as aggregates located in cytosolic vesicles. These observations 

suggest an endocytosis-mediated mechanism of internalisation, as described previously 

(Faklaris et al., 2009; Saxena et al., 2008; Singh et al., 2007; Stearns et al., 2001; Thurn et al., 

2010). In these studies, various endocytic pathways have been suspected to be involved in 

MNP accumulation (e.g., macropinocytosis, clathrin-mediated endocytosis, or caveolae-

mediated endocytosis). The results showed that macropinocytosis seemed to be the principal 

mechanism of MNP uptake. Our observations are in agreement with these results. Indeed, 

membrane invaginations and cytoplasmic vesicles are signs of an endocytic mechanism. 

Moreover, Hussain and coworkers showed that macropynocitosis was involved in 16HBE 

internalisation of the same CB MNP than those used in the present study (Hussain et al., 

2009). We did not find MNPs in the mitochondria or nuclei, in agreement with studies by Xia 

et al. (2006) and Bhattacharya et al. (2009). However, in other studies that used primary 

human monocyte macrophages or mesenchymal stem cells, MNPs were found in these 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bhattacharya%20K%22%5BAuthor%5D
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compartments (Hackenberg et al., 2011; Porter et al., 2006), suggesting that the site of 

accumulation may depend on the MNP type and/or cell type. Overall, the data reported here 

suggest that MNPs may accumulate similarly in lung epithelial cells and fibroblasts.  

 We evaluated the influence of MNP physico-chemical characteristics on intracellular 

accumulation. We focused on MNP with a narrow range of diameters (13-21 nm), but 

differences in chemical composition (TiO2 vs. CB), and specific surface area (CB13 vs. 

CB21). Both TiO2 and CB MNPs accumulated rapidly, in keeping with earlier studies in 

several lung models showing accumulation after only 6h (Geiser et al., 2005; Stearns et al., 

2001). For example, a flow cytometry study reported in 2011 showed that internalisation of 

SiO2 MNPs measuring 50 to 300 nm by the alveolar epithelial cell line A549 cells occurred 

chiefly within the first 2 hours and reached a plateau after 6 hours (Shapero et al., 2011). The 

percentage of cells containing MNPs was similar with the 3 MNP types, all of which were 

visible as aggregates surrounded by a membrane, and, rarely, as isolated particles. Aggregates 

may reflect internalisation of isolated MNPs and/or of MNP aggregates. The granulometric 

evaluation of MNPs in the culture media strongly supports the second possibility, since all 3 

MNP types were detected as aggregates measuring about 1 µm in diameter. Furthermore, it 

has been shown that non-phagocytic cells internalise MNP aggregates more easily than 

isolated MNPs (Andersson et al., 2011; Hackenberg et al., 2011). Therefore, the cells probably 

internalised the MNPs chiefly as aggregates. The mean size of MNP aggregate within cells, as 

determined using TEM to evaluate sections, seemed to be smaller (about 0.1µm²) than the 

mean diameter of aggregates in culture medium, as determined using PCS. If the particles 

have a round-like shape, then the aggregate size in the culture medium should be greater than 

0.8µm², and MRC5 and 16HBE cells may unable to internalize the largest aggregates. 

However, these considerations must be viewed with caution because we compared a measured 

aggregate size within cells (obtained using TEM) to a calculated aggregate size in the culture 

medium. Overall, our results suggest that the chemical nature and specific surface area of the 

3 MNPs influenced neither the kinetics of MNP internalisation nor the percentage of cells 

containing accumulated MNPs. Furthermore, all 3 MNP were found as aggregates within 

cells.  

 Internalised TiO2 MNPs behaved differently from accumulated CB MNPs. Thus, the 

size of intracellular TiO2 MNP aggregates was higher overall than that of the CB MNP 

aggregates. This different was seen with both cell types, starting at 6h and with the lowest 

dosages. This result suggests that TiO2 MNPs may penetrate the cell and accumulate in a 

single vesicle that is constantly full. Pan et al. (2009) obtained similar results using primary 



Annexe 

224 

 

dermal fibroblasts incubated with rutile TiO2 MNPs. However, they also observed that anatase 

particles produced huge holes in the cell cytoplasm, a finding not replicated in our study. 

MNP size was similar in the study by Pan et al. (2009) and in our study, but the discrepancy 

may be related to other differences in the experimental conditions (e.g., presence vs. absence 

of serum in the culture media with the MNPs and primary vs. fibroblastic cell line). Since the 

3 MNPs used in our study were closely similar in size and shape, these 2 parameters were 

probably not involved in the difference between TiO2 and CB MNPs. A role for the specific 

surface area of the MNPs (Hsiao et al., 2011; Yue et al., 2010) is unlikely since this parameter 

was similar for the TiO2 and CB21 MNPs. Furthermore, specific surface area was greater for 

the CB13 MNPs than for the CB21 MNPs, whereas the size of the intracellular aggregates 

was similar for these 2 MNPs. The chemical nature of the MNPs may affect the capacity for 

aggregation, leading to differences in intracellular behaviour. There is evidence that TiO2 

MNPs form aggregates easily and rapidly in (hydrophilic) polar environments such as culture 

media (Geiser et al., 2005). The zeta potential data showing that TiO2 MNPs in DMEM had 

the lowest aggregation capacity and the smaller size of the TiO2 MNP aggregates compared to 

the CB21 MNP aggregates argue against this possibility. However, we cannot exclude a high 

capacity for aggregation in the intracellular environment, which differs from DMEM. Another 

possibility is disaggregation of CB MNPs within cells, leading to a smaller size compared to 

TiO2 MNP aggregates. Although data supporting this hypothesis was observed in MRC5 cells 

between 24 and 48h (fig. 5A), a similar phenomenon was observed concerning TiO2 

aggregates, thus ruling out this hypothesis. Further work is needed to explain the difference in 

aggregate size between TiO2 MNPs and CB MNPs. 

 We evaluated MNP cytotoxicity by performing the WST-1 assay on MNP-exposed 

cells. Of the 3 MNP types, only CB13 induced a decrease in MRC5 cellular viability. None of 

the 3 MNP types affected the viability of 16HBE cells. These results suggest that 1) 

internalised MNPs do not always exert cytotoxic effects such as those described in murine 

macrophages  exposed to gold nanoparticles (Zhang et al., 2010), and that 2) the biological 

responses induced by MNP depend on the cell type. Inversely, we demonstrated previously 

that carbon nanotubes induced cytotoxicity in epithelial cells in the absence of internalisation 

(Tabet et al., 2009). The relationship between intracellular accumulation and cellular 

responses such as inflammation remains to be investigated. Another remarkable fact is that 

CB13 MNPs, the only cytotoxic particles in our study, also had the highest specific surface 

area. This parameter seems to play a crucial role in the biological effects of CB13 MNPs. In 

vivo and in vitro biological responses such as oxidative stress or inflammation correlate 
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closely with the specific surface area of particles such as CB or silica (Brown et al., 2001; 

Hussain et al., 2009; Stoeger et al., 2006; Waters et al., 2009). However, this parameter was 

unrelated to accumulation in our study, emphasising the complexity of MNP effects on cells. 

5. Conclusion 

 In conclusion, we showed that MNPs were widely and rapidly internalised by 

bronchial cells and pulmonary fibroblasts. In both cell types, MNPs accumulated as 

aggregates in cytosolic vesicles and were absent from the mitochondria or nuclei. MNP 

accumulation was rapid, and dependent on exposure time or concentration. Overall, CB and 

TiO2 MNP had similar accumulation patterns, although TiO2 aggregates had a higher size than 

CB aggregates. Intracellular MNP accumulation was dissociated from cytotoxicity. These 

results shed new light on the interactions between MNPs and cells and indicate that 

internalisation is a relatively stereotyped cellular response to MNP exposure, at least in non-

phagocytic cells. 
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Tables 

 

 

 

Table 1. Physico-chemical characterisation of manufactured nanoparticles.  

Zeta potential and granulometry were evaluated in DMEM without foetal bovine serum. 

Corresponding data are presented as the mean ± SEM. * Significantly different compared to 

CB21 (p<0.05). nd = not detected.  
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Figure Legends 

 

Fig. 1. Transmission electron microscopy views of MRC5 cells incubated with 5 µg.cm
-2

 of 

manufactured nanoparticles (MNPs) for 6 hours. (A) Typical MRC5 cell with CB13 MNPs 

within a vesicle (scale bars: 2 µm on the left, 0.5 µm on the right). (B) CB21 MNPs being 

internalised by a MRC5 cell (scale bars: 5 µm on the left, 0.5 µm on the right). (C) MRC5 cell 

with TiO2 MNPs in a vesicle (scale bars: 5 µm on the left, 0.5 µm on the right).  

Fig. 2. Transmission electron microscopy views of 16HBE cells incubated with 5 µg.cm
-2

 of 

manufactured nanoparticles (MNPs) for 6 hours. (A) Typical 16HBE cell with CB13 MNPs in 

a vesicle (scale bars: 10 µm on the left, 0.5 µm on the right). (B) 16HBE cell with a vesicle 

containing CB21 MNPs (scale bars: 5 µm on the left, 0.5 µm on the right). (C) 16HBE cell 

with TiO2 MNPs in a vesicle (scale bars: 2 µm on the left, 0.5 µm on the right).  

Fig. 3. Percentage of cells containing manufactured nanoparticles (MNPs). (A) MRC5 cells 

incubated with 5 µg.cm
-2

 of MNPs for 6h, 24h, or 48h. (B) 16HBE cells incubated with           

5 µg.cm
-2

 of MNPs for 6h, 24h or, 48h. (C) MRC5 cells incubated for 24h with 0.5, 5, or       

10 µg.cm
-2

 of MNPs. (D) 16HBE cells incubated for 24h with 0.5, 5 or 10 µg.cm
-2

 of MNPs. 

The Figure displays the results of one representative experiment (N = 50 cells) of 3 

independent experiments. * Significant difference across MNP types (p < 0.05). # Significant 

difference between cell types (p < 0.05). Y axis: percentage of cells containing MNPs.  

Fig. 4. Number of manufactured nanoparticles (MNPs) in cells. (A) MRC5 cells incubated 

with 5 µg.cm
-2

 of MNPs for 6h, 24h, or 48h. (B) 16HBE cells incubated with 5 µg.cm
-2

 of 

MNPs for 6h, 24h, or 48h. (C) MRC5 cells incubated for 24h with 0.5, 5 or 10 µg.cm
-2

 of 

MNPs. (D) 16HBE cells incubated for 24h with 0.5, 5 or 10 µg.cm
-2

 of MNPs. The Figure 

displays the results of one representative experiment (N = 30-40 cells) of 3 independent 

experiments.  Data are mean ± SEM. * Significant difference across MNP types (p < 0.05).   # 

Significant difference between cell types (p < 0.05). Y axis: number of MNPs in cells. 

Fig. 5. Mean size of individual manufactured nanoparticles (MNPs) aggregates in cells.      

(A) MRC5 cells incubated with 5 µg.cm
-2

 of MNPs for 6h, 24h, or 48h. (B) 16HBE cells 

incubated with 5 µg.cm
-2

 of MNPs for 6h, 24h or 48h. (C) MRC5 cells incubated for 24h with 

0.5, 5 or 10 µg.cm
-2

 of MNPs. (D) 16HBE cells incubated for 24h with 0.5, 5 or 10 µg.cm
-2

 of 

MNPs. The Figure displays the results of one representative experiment (N = 30-40 cells) of 3 

independent experiments. Data are mean ± SEM. * Significant difference across MNPs     (p 

< 0.05). # Significant difference between cell types (p < 0.05). Y axis: mean size of 

individual MNP aggregates (µm²). 
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Fig. 6. Percentage of cell surface area occupied by manufactured nanoparticles (MNPs) 

aggregates. (A) MRC5 cells incubated with 5 µg.cm
-2

 of MNPs for 6h, 24h or 48h.               

(B) 16HBE cells incubated with 5 µg.cm
-2

 of MNPs for 6h, 24h or 48 hours. (C) MRC5 cells 

incubated for 24h with 0.5, 5 or 10 µg.cm
-2

 of MNPs. (D) 16HBE cells incubated for 24h with 

0.5, 5 or 10 µg.cm
-2

 of MNPs. The Figure displays the results of one representative 

experiment (N = 30-40 cells) of 3 independent experiments.. Data are mean ± SEM.               

* Significant difference across MNP types (p < 0.05). # Significant difference between cell 

types (p < 0.05). Y axis: percentage of cell surface area occupied by MNP aggregates. 

Fig. 7. Cytotoxicity of manufactured nanoparticles (MNPs) in MRC5 and 16HBE cells. Cells 

were exposed to 10 µg.cm-² of MNPs for 24 h. Cell viability was measured using the WST-1 

assay. Data are the percentages of surviving cells relative to the control reported as the mean ± 

SEM of three independent experiments. * Significantly different from control             (p < 

0.05). 
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Résumé de la thèse 
Une exposition aux nanoparticules (NP) de dioxyde de titane (TiO2) peut entraîner un 

remodelage matriciel, dans lequel la Matrix Metalloprotéase-1 (MMP-1) notamment pourrait 

jouer un rôle important. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons 1/ mesuré l’expression de la 

MMP-1 sur des fibroblastes pulmonaires humains après exposition à des particules de TiO2 de 

différentes tailles, formes et variétés cristallines, ainsi qu’une NP de noir de carbone (NC), et 

2/ administré des NP de TiO2 et de NC sur un modèle d’emphysème pulmonaire induit par 

l’élastase chez le rat. Sur les fibroblastes pulmonaires humains, certaines NP de TiO2 

induisent l’expression de la MMP-1 via l’interleukine-1β (IL-1β) et augmentent son activité. 

Les particules de TiO2 micrométriques induisent l’expression de la MMP-1 sans lien avec 

l’IL-1β et les NP de NC ne modulent pas l’expression de la MMP-1. L’exposition des rats aux 

NP de TiO2 n’entraîne pas d’effet ; l’exposition aux NP de NC entraîne une inflammation et 

une induction de l’expression de la MMP-12. Cette exposition aggrave, de plus, 

l’inflammation provoquée par l’élastase, ce qui n’est pas observé avec les NP de TiO2. Au 

total, notre travail montre bien un rôle pour les NP de TiO2 dans le remodelage matriciel, via 

l’induction et l’activation de la MMP-1 in vitro. In vivo, les NP de NCpeuvent aggraver 

ceertaines réponses à l’élastse. La composition chimique et la taille des particules semblent 

être des déterminants importants de leurs effets. 

 

Thesis abstract 
Exposure to titanium dioxide (TiO2) nanoparticles (NP) can lead to matrix remodeling, a 

phenomenon in which Matrix metalloprotease-1 (MMP-1) notably could play an important 

role. To validate this hypothesis, we 1/ studied MMP-1 expression in human pulmonary 

fibroblasts after exposure to TiO2 particles of different sizes, shapes and crystal phases and 

one Carbon Black (CB) NP, and 2/ measured the effect of TiO2 CB NP on an elastase-induced 

emphysema model in rats.On human lung fibroblasts, some TiO2 NP induced MMP-1 through 

an interleukin-1β (IL-1β) dependent mechanism, and increased MMP-1 activity. TiO2 

micrometric particles induced MMP-1 without IL-1β implication, and CB NP did not induce 

MMP-1. Rat exposure to TiO2 NP had no effect but exposure to NC NP induced inflammation 

and MMP-12 expression. TiO2 NP did not modulate elastase effects. NC NP aggravated 

elastase-induced inflammation.In total, our work shows a role for TiO2 NP in matrix 

remodeling, via MMP-1 induction and activation in vitro. In vivo, CB NP can aggravate some 

elastase-induced effects. Particles composition and size seem to be important determinants of 

their effect. 


