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Méme si les publications dans le domaine de la nanotoxicologie sont en grande majorité focalisées sur I'étude de la capacité des
nanomatériaux a promouvoir la mort des cellules, de plus en plus d’articles s’intéressent a des altérations plus subtiles de la cellule.
Lexemple le plus présent dans la littérature récente est I'induction de dommages a I’ADN par certains nano-objets, dont l'une
des conséquences directes est la cancérogeneése (pour revue, Singh et al., 2009). Les deux articles sélectionnés montrent que des
nanoparticules manufacturées a usage thérapeutique, ou présentes dans les produits de consommation courante, possédent la capacité
de provoquer des dommages a ’ADN sur des modéles de cellules et des souris.

Les nanoparticules peuvent provoquer
des dommages a I’ADN a travers une barriére
cellulaire

Analyse

Plusieurs études réalisées in vitro ont montré que des cellules
en culture exposées directement a des nanoparticules pouvaient
subir différents types de dommages cellulaires (pour revue, Kroll
etal., 2009). En revanche, I'effet des nanoparticules (NP) sur des
cellules indirectement exposées n’a jamais été exploré. Bharbra
et al. (2009) ont étudié I'hypothése qu’une barriére cellulaire,
formée par une couche confluente de cellules, pourrait protéger
des fibroblastes ) humains des dommages provoqués par des NP
constituées d’un alliage cobalt-chrome (CoCr), NP qui entrent dans
la constitution de prothéses orthopédiques. Ces travaux utilisent
un tapis de cellules de choriocarcinome trophoblastique® pour
modéliser une barriére biologique de type placentaire. Ces
cellules, les cellules Bewo, sont cultivées sur des inserts poreux,
au-dessus d’un puits dans lequel sont cultivés des fibroblastes.
Les cellules Bewo forment ainsi une barriére et les NP peuvent
étre insérées en dessous ou au-dessus de cette barriére pour une
exposition respectivement directe ou indirecte des fibroblastes.
Les auteurs ont exposé des fibroblastes, de facon directe ou
indirecte, a une suspension de NP CoCr de 29,5 nm de diamétre.
Une exposition directe ou indirecte des fibroblastes pendant
24 heures a provoqué des dommages a I’ADN significatifs, en
présence de 0,036 mg/cm? de NP. La quantité de dommages est
équivalente avecles deux protocoles d’exposition. Ces dommages
ont été mesurés par la technique de I'essai des cométes® en
conditions alcalines, qui permet de détecter les cassures simple
et double brin de I'ADN, ainsi que les sites abasiques® et par
marquage des histones y-H2AX®), typiquement présents lors
de cassures double brin de ’ADN. Les auteurs ont également
observé que lesdommages a I’ADN induits par les NP en présence
de la barriére de Bewo sont plus nombreux que les dommages
observés en absence de cette couche cellulaire, suggérant que
la barriére cellulaire contribue au processus qui génére les
dommages. Des observations en microscopie électronique a

transmission mettent en évidence une internalisation des NP par
les cellules Bewo, bien que les NP ne traversent pas la barriére,
et restent localisées dans la partie superficielle des cellules.
Les auteurs ont donc exploré I'hypothése que les dommages a
I’ADN des fibroblastes seraient liés a une voie de signalisation
intercellulaire associée aux cellules Bewo. Les résultats ont
montré que le blocage des jonctions communicantes® avec
un inhibiteur permet de diminuer les dommages a I’ADN,
qui deviennent non significatifs. Ces jonctions, connues
pour étre un outil de communication intercellulaire, sont
donc impliquées dans les dommages. Cette communication
médiée par les jonctions communicantes est dépendante de
plusieurs métabolites, notamment I'’ATP, qui participe a la
communication intercellulaire par I'intermédiaire de récepteurs
transmembranaires appelés récepteurs purinergiques P2. Les
auteurs ont donc mis les fibroblastes en contact avec de I'’ATP
par une exposition directe, et ont observé une augmentation
des dommages a I’ADN. De plus, les dommages liés a une
exposition indirecte a des NP de CoCr sont réduits en présence de
molécules qui hydrolysent 'ATP, d’inhibiteur de transfert d’ATP,
ou d’inhibiteurs des récepteurs purinergiques P2. Ces résultats
montrent que I'exposition de cellules Bewo a de faibles doses de
NP active une voie de signalisation au sein de la barriére. Cette
voie implique les jonctions communicantes via une libération
d’ATP. UATP est libérée depuis la couche supérieure vers la couche
inférieure de la barriére et pourrait contribuer aux dommages
a ’ADN des fibroblastes.

Commentaire

A 'heure du débat public sur les nanotechnologies, cette étude
a été largement relayée par les journaux généralistes et a fait
I'objet d’'une médiation alarmiste. La majorité des cellules de
mammiféres communiquent entre elles par I'intermédiaire de ces
jonctions et cette interaction est critique pour le développement
et le fonctionnement normal des organismes pluricellulaires.
L'idée qu’une exposition indirecte aux NP puisse produire des
effets délétéres par I'intermédiaire des jonctions communicantes

Anses ¢ Bulletin de veille scientifique n®12 « Santé / Environnement / Travail « Février 201



Génotoxicité des nanoparticules
Mary-Line JUGAN et Marie CARRIERE

est nouvelle et nécessite d’étre approfondie. Méme si la barriére
cellulaire Bewo modélise une barriére placentaire, ce modéle
est trés simplifié et ne permet pas de déduire qu'il existe un
risque lié a I'exposition foetale aux NP a travers le placenta.
Ces résultats présentent surtout des implications utiles aux
démarches d’évaluation de la toxicité des NP et notamment que
I'évaluation du risque ne dépend pas uniquement de la faculté des
nanoparticules a traverser des barriéres biologiques. Il apparait
doncimportant d’intégrer I'étude des effets liés a une exposition
indirecte aux NP dans les approches toxicologiques. Il est a noter
que dans cette étude les NP sont peu caractérisées. De plus, les
auteurs ont constaté la libération d’ions Cr ou Co dans le milieu
de culture suite a une dissolution des NP, mais la discussion sur
une potentielle contribution de ces ions aux dommages observés
aurait mérité d’étre approfondie.

Les nanoparticules de TiO, induisent
des dommages a I’ADN chez la souris

Analyse

Les auteurs Trouiller et al. (2009) ont exploré les effets d’'une
exposition de souris a des NP de TiO, par voie orale, en particulier
I'apparition de dommages a ’ADN et d’une inflammation. Pour ce
faire, les souris ont été exposées a des nanoparticules de TiO, de
25 nm, via I'eau de boisson. D’une part, des souris males adultes
ont été exposées pendant 5 jours a des concentrations de 60
a 600 pg/mL. D’autre part, les effets des expositions foetales
ont été étudiés par I'exposition de souris gravides via I'eau de
boisson, pendant 10 jours, a une concentration de 500 pg/mL.
Dans les cellules de la moelle osseuse des souris exposées,
les auteurs ont quantifié les foci de y-H2AX®), typiquement
présents au niveau des cassures double brin de ’ADN. La quantité
de cassure augmente avec la dose a laquelle les souris sont
exposées, de 10 %, 20 %, 25 % et 30 % a la suite d’'une exposition
a 50, 250, 500 mg/kg de NP, respectivement. Le test des
cométes® en version alcaline met également en évidence que
les NP-TiO, augmentent de 34 % la quantité de cassures simple
et double brins de ’ADN présent dans les cellules sanguines de
souris exposées a 500 mg/kg de TiO,. A cette concentration,
les NP de TiO, multiplient également par deux la fréquence
des micronoyaux(? dans les cellules sanguines de souris, ce qui
signe la présence de dommages chromosomiques. De plus, des
cytokines® pro- et anti-inflammatoires ont été dosées dans
le sang des souris exposées et les résultats montrent que les
NP de TiO, induisent une réponse proinflammatoire, mais pas
de réponse anti-inflammatoire. Les auteurs ont aussi examiné
le degré de dommages oxydants de I'’ADN, en mesurant les
concentrations de 8-oxo-7,8-dihydroguanine (8-oxo-dG)® dans
I’ADN de foie des souris exposées. La quantité de 8-oxo-dG est
1,5 fois plus élevée dans le foie des souris exposées a 500 mg/kg
de NP, suggérant que les NP induisent des dommages oxydants
dans le foie. Enfin, les auteurs montrent qu’une exposition
maternelle a soo mg/kg TiO, durant la gestation provoquait
des délétions dans I’ADN des feetus.
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Commentaire

Cette étude est la premiére a démontrer qu'aprés une exposition
orale, les TiO, induisent des cassures et des dommages oxydants
de I’ADN, des dommages chromosomiques, et I'inflammation
chez la souris adulte et chez le feetus. Ces effets sont source
d’instabilité génétique, et pourraient donc potentiellement
augmenter le risque de développement de cancers. La mise en
évidence de ces effets dans différents compartiments (foie,
moelle osseuse et sang) suggeére un effet systémique des NP,
et pose la question d’un danger potentiel de ces nanoparticules
sur d’autres organes. La voie d’exposition orale est pertinente,
étant donné la présence de TiO, dans plusieurs produits de
consommation courante, tels que les dentifrices ou les colorants
alimentaires. Méme si ces dommages apparaissent aprés une
exposition d’au moins 5 jours a des doses élevées chez la souris,
cette étude démontre I'importance de considérer le risque
potentiel de désordres génétiques et de développement de
cancers liés a I'ingestion de NP de TiO, chez 'Homme.

CONCLUSION GENERALE

Ces deux études montrent que certaines NP utilisées
a des fins thérapeutiques ou dans des produits de
consommation courante peuvent générer desdommages
a I’ADN sur des modéles in vitro et in vivo. Les dommages
causés a I’ADN peuvent avoir des conséquences graves
s’ils ne sont pas réparés. Les approches utilisées mettent
en évidence un risque potentiel lié a I'exposition a des
NP spécifiques, mais ne permettent pas de conclure
quant a un risque lié a une exposition de ’Homme a ces
NP dans les conditions « réelles », telles que I'ingestion
de nanoparticules présentes dans des produits de
consommation, les doses auxquelles les personnes
sont exposées étant méconnues. Il apparait nécessaire
de favoriser ce type de recherches sur I’'Homme, en
développant notamment des études d’expologie,
indispensables pour démontrer de facon pertinente
un lien éventuel entre 'exposition aux nanoparticules
et une incidence accrue de cancer.

Lexique

=
=

Fibroblaste: cellules principales du tissu conjonctif.
Choriocarcinome trophoblastique: tumeur épithéliale
maligne qui dérive des cellules trophoblastiques, le
trophoblaste correspondant a la couche cellulaire continue
formée de fibroblastes qui limite I'ceuf au 5¢ jour apreés la
fécondation.

(3) Test des cometes: technique d’électrophorése sur gel
d’agarose permettant de détecter des fragmentations de
I’ADN de cellules individualisées.

—
N
—
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(4) Sites abasiques: dégats subits par ’ADN de type altération
des sucres ou perte de bases.

(5) Y-H2AX: marqueur qui permet de détecter les cassures
double brin de I’ADN.

(6) Jonctions communicantes: canaux qui traversent les
membranes cellulaires et jouent un réle crucial dans la
communication entre les cellules.

(7) Micronoyaux: entités présentes dans le cytoplasme des
cellules, et qui proviennent de la perte de fragments
chromosomiques, voire de chromosomes.

(8) Cytokines: substances solubles de communication
synthétisées par les cellules du systéme immunitaire ou
par d’autres cellules et/ou tissus, agissant a distance sur
d’autres cellules pour en réguler I'activité et la fonction.

(9) 8oxodG: lésion de 'ADN par oxydation de la base guanine,
liée a un stress oxydant, et mutagéne.
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Les auteurs n’évoquent nulle part la caractérisation de leurs
nanoparticules.
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