Projet EVAMINTOX

EVALUATION BIOPHYSICOCHIMIQUE ET MOLECU-
LAIRE DE LA TOXICITE DES NANOPARTICULES
AUX INTERPHASES BACTERIENNES

Le projet vise a développer une méthodologie pour évaluer in situ —a I’échelle nanométrique et
micronique - les mécanismes sous-jacents de l'action toxique des nanoparticules de TiO2 (NPs,
P25 Evonik-Degussa, A& 25 nm) sur des surfaces bactériennes. A cette fin, nous déterminerons
dans un premier temps la mobilité électrophorétique des bactéries présentant ou non des struc-
tures lipopolysaccharide (LPS) (mutants KEIO E. coli JW3601 (ArfaJ), JW3596 (ArfaC) et
JW3605 (ArfaP)) et exposées a des nanoparticules (0 a 50 mg / L) sur des périodes allantde 0 a 20
heures. L'utilisation de formalismes développés dans notre groupe sur 1’électrocinétique de biosur-
faces molles, permettra l'identification des processus conduisant a la modification des surfaces
bactériennes par abrasion, exulcération et / ou perforation. Nous quantifierons ensuite les dom-
mages aux surfaces cellulaires par microscopie a force atomique (AFM) en réalisant:

1) une analyse fine de la morphométrie cellulaire en milieu liquide, avec une résolution de
quelques nanometres, et

2) la cartographie spatiale —a 1'échelle de la cellule unique— des propriétés nanomécanique,
hydrophobe et osmotique des bactéries.

Sur la base de la théorie que nous avons développée pour l'interprétation des courbes de force
AFM, nous pourrons quantifier a chaque pixel sondé de la surface cellulaire, la relation -en fonc-
tion du temps et de la concentration en nanoparticules- entre 1’élasticité de la membrane, la pres-
sion de turgescence et I’hydrophobie. Cette stratégie permettra d'identifier les zones préférentielles
de la surface cellulaire ou les nanoparticules agissent. Ces signatures spatiales et cinétiques de
l’action des nanoparticules sur la surface des cellules permettront de définir des indicateurs reflé-
tant les stades précurseurs de toxicité. Ils seront discutés en relation avec la nature de la surface
cellulaire avant exposition, ce qui rendra possible 1'évaluation des effets dits de barriere. Tous les
résultats obtenus selon la méthode mentionnée ci-dessus seront comparés a des données de toxici-
té collectées via des tests de viabilité effectués au niveau de la population cellulaire en utilisant la
cytométrie de flux [évaluation du potentiel de membrane (DiBAC4 (3)), de I'intégrité de la mem-
brane (iodure de propidium / étiquetage Sytog ou direct / Dead Test BacLight), mesure de la respi-
ration (étiquetage CTC) et de I'activité d'estérase (FDA / CFDA)].
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