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Plusieurs rapports gouvernementaux soulignent la nécessité d’évaluer I'impact des nanomatériaux sur la santé humaine. Cette
évaluation passe par I'évaluation du potentiel toxique mais également par la détermination des propriétés génotoxiques.

La génotoxicité peut résulter d’'un mécanisme direct via une interaction nanoparticule-ADN. Les nanoparticules étant peu fréquemment
retrouvées dans le noyau, leur génotoxicité passerait plutét par un mécanisme indirect avec production d’espéces réactives de I'oxygéne.
Actuellement, les données obtenues sur la génotoxicité des nanoparticules restent rares. Cette situation peut étre due a I'absence de
validation de procédures appropriées pour les nanomatériaux. Les protocoles standards ayant été optimisés pour des agents chimiques,

ils pourraient ne pas fournir de résultats fiables avec les nanomatériaux.

Pertinence des méthodes de génotoxicité
pour I'analyse des effets induits
par les nanoparticules

Pfaller T, Colognato R, Nelissen I, Favilli F, Casals E, Ooms D, Leppens
H, Ponti J, Stritzinger R, Puntes V, Boraschi D, Duschl A, Oostingh GJ.
The suitability of different cellular in vitro immunotoxicity and
genotoxicity methods for the analysis of nanoparticle-induced
events. Nanotoxicology. 2010; 4: 52-72.

Analyse

Les auteurs jugent, de I'efficacité, entre autres, des tests de
génotoxicité dans le domaine de la nanotoxicologie. Cette
étude est réalisée dans le cadre d’un projet européen visant a
développer des méthodes d’analyses en nanotoxicologie : DIPNA
(Development of an Integrated Platform for Nanoparticles
analysis to verify their possible toxicity and ecotoxicity). L'étude
porte sur les nanoparticules d’or (4,5 nm) et d’oxyde de fer (7,3 nm).
Deux tests de génotoxicité sont envisagés: le test des cométes
ou Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE®) assay et le test du
micronoyau avec blocage de la cytokinése® ou Cytokinesis-
Block MicroNucleus (CBMN 8)) assay. Le test des cométes met en
évidence les cassures de LADN. La présence d’agrégats rendant
I'interprétation difficile, ce test a dii étre abandonné. Le test
des micronoyaux avec blocage de la cytokinése est réalisé sur
leucocytes humains cultivées ex vivo issus du sang de deux
donneurs. La formation de micronoyaux est causée par un agent
clastogéne (perte d’'un fragment de chromosome) ou aneugéne
(perte d’'un chromosome entier) avec visualisation d’entités
nucléaires dans le cytoplasme. Seules les |ésions génotoxiques
acquises et transmissibles sont comptabilisées. Il en ressort que
les nanoparticules d’or n’induisent pas de génotoxicité. Pour
les nanoparticules d’oxyde de fer, une légére augmentation
du nombre de micronoyaux est observée pour le donneur 1.
Toutefois, ce résultat est non significatif lorsqu’'une moyenne
est réalisée avec les données des différents donneurs.

Les dommages a I’ADN peuvent étre causés par une production
accrue d’espéces réactives de I'oxygéne. L'évaluation des ROS®
est donc une étape importante. Cette analyse est effectuée a
I'aide d’'une sonde DCFH-DA®) sur cellules pulmonaires exposées
aux nanoparticules. Deux protocoles différents de mesure sont
comparés: la spectrofluorimétrie® et la cytométrie en flux(.
La mesure par spectrofluorimétrie révéle une augmentation
de la production de ROS aprés exposition aux nanoparticules
d’or, alors que cela n’est pas observé en cytométrie. Néanmoins,
cette augmentation n’est pas significative. Les deux méthodes
de mesure sont utiles mais nécessitent des contréles appropriés.
En effet, les nanoparticules métalliques peuvent interférer en
augmentant les propriétés spectrales du fluorochrome ®).

Commentaire

Ce projet décrit les différentes méthodes de génotoxicité
choisies ainsi que les problémes techniques rencontrés. Les
auteurs justifient l'utilisation de la méthode du micronoyau
en nanotoxicologie du fait d’'une bonne reproductibilité.
Linterprétation des résultats passe nécessairement par le calcul
d’'une tendance entre les différents donneurs. Lutilisation de
lignées cellulaires permettrait de résoudre ce probléme de
variabilité inter-donneurs. Toutefois, les résultats obtenus
semblent en accord avec ceux de la littérature. En effet, Auffan
et al. (2006) concluent a la non-génotoxicité des nanoparticules
d’oxydes de fer (20 nm). De méme, la génotoxicité des
nanoparticules d’or n’a pas été démontrée. Ces nanoparticules
réduiraient la formation d’espéces réactives oxygénées et
nitrées (Shulka et al., 2005) en jouant sur 'activité de certains
facteurs de transcription comme AP109) et NFkB(°) (Kataoka,
Handa, Nishizawa, 2001). Une étude récente a néanmoins mis
en évidence qu’a faibles doses, les nanoparticules d’or induisent
des dommages oxydants (Li et al., 2008). Ces discordances de
résultats confirment le fait que plusieurs tests de génotoxicité
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sont nécessaires avant de conclure a la génotoxicité de
nanoparticules.

Etude de la génotoxicité de nanoparticules
de dioxydes de titane et d’alumine

Di Virgilio AL, Reigosa M, Arnal PM, Fernandez Lorenzo de Mele M.
Comparative study of the cytotoxic and genotoxic effects of titanium
oxide and aluminium oxide nanoparticles in Chinese hamster ovary
(CHO-K1) cells. J Hazard Mater. 2010; 177: 711-718

Analyse

Les auteurs évaluent la génotoxicité de nanoparticules de Tio, ™
(dioxyde de titane, 20 + 7 nm) et de Al,0,0? (alumine, 28 +19 nm)
via la méthode des échanges entre chromatides-sceurs (SCE)3)
en complément de celle des micronoyaux. Le test SCE témoigne
de la permutation d’ADN d’une chromatide a I'autre au sein d’'un
méme chromosome, suite a la présence de |ésions non réparées.
En cas d’échanges, les deux chromatides-sceurs sont marquées
différemment par le bromo-désoxyuridine (BrdU @4).

La lignée choisie est la lignée CHO-K105), connue pour étre
sensible aux nanoparticules. La mesure de la viabilité cellulaire
montre un effet cytotoxique dose-dépendante aprés 24h
d’exposition aux différentes nanoparticules. Lobservation
des cellules en microscopie électronique a transmission montre
que les nanoparticules sont internalisées et se retrouvent dans
des vésicules. Elles ne pénétrent pas dans le noyau.

Concernant la génotoxicité, une induction significative des
échanges de chromatides sceurs est observée aprés 24h
d’exposition aux nanoparticules de TiO,. Linduction de SCE
pourrait étre associée a la surface vaste des nanoparticules de
TiO, (trois fois plus élevée que celle des nanoparticules d’Al,0,).
Ces nanoparticules induisent également une augmentation
de la fréquence des micronoyaux. Contrairement aux résultats
de SCE, les nanoparticules d’AlLO, induisent une augmentation
du nombre de micronoyaux, traduisant une génotoxicité.

Les auteurs proposent une analyse comparative entre les résultats
obtenus sur TiO, et ceux de la littérature. Dans la majorité des
cas, les résultats obtenus sont en accord avec ceux des études
antérieures avec des micronoyaux observés dans des cultures de
cellules lymphoblastoides et dans des fibroblastes SHE (Syrian
hamster embryo fibroblasts). Deux études sur cellules CHO-K1
présentent des résultats contradictoires (Theogaraj et al. 2007;
Warheit et al., 2007) mais ceci pour des expositions courtes (3 a
4h) contre 24 h dans I'étude de Di Virgilio et al. (2010). La réponse
biologique dépend bien de la durée d’exposition.

Commentaire

Un intérét de cette étude est d’utiliser la méthode des
échanges de chromatides sceurs. qui détecte les effets précoces
contrairement au test des micronoyaux. L'utilisation de ces
méthodes complémentaires a permis de mettre en évidence
la génotoxicité des nanoparticules de TiO, et d’Al,O,. L'absence
de localisation nucléaire des nanoparticules suggére un
mécanisme indirect de génotoxicité.
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Un autre intérét de cette étude est d’apporter des informations
sur la génotoxicité des nanoparticules d’Al20312, nanoparticules
encore peu étudiées. Une précédente étude in vivo a démontré
leur génotoxicité avec augmentation des micronoyaux et
apparition d’aberrations chromosomiques (Balasubramanyam
et al. 2009). Aucun effet n'a été observé avec le test d’Ames
(Balasubramanyam et al., 2010). Ce résultat justifie une nouvelle
fois l'utilisation de plusieurs tests pour évaluer la génotoxicité.
Les auteurs ont essayé d’établir des paramétres clés influencant la
génotoxicité, en comparant leurs résultats a ceux de la littérature.
Les paramétres physico-chimiques fournis étant parfois
insuffisants, il est difficile de comparer les données scientifiques
et d’isoler les conditions amenant a une génotoxicité. Une revue
récente a d’ailleurs formulé des recommandations concernant la
détermination de paramétres adéquats pour la caractérisation
des nanomatériaux (Gonzalez et al., 2008).

CONCLUSION GENERALE

Les travaux décrits ci-dessus évaluent le potentiel
génotoxique de nanoparticules métalliques. Les
résultats sont en accord avec ceux de la littérature,
laissant craindre que certaines nanoparticules de TiO,
puissent engendrer des dommages de I’ADN.

L'évaluation de la génotoxicité passe par une meilleure
compréhension des mécanismes impliqués: est-elle
liée a une interaction directe avec I’ADN ou est-elle
une conséquence d’un stress oxydant? L'utilisation
d’approches méthodologiques complémentaires est
importante dans cette optique. En effet, la microscopie
électronique a transmission a déja apporté quelques
informations en démontrant la localisation nucléaire
de nanoparticules d’or; phénomeéne expliquant leur
génotoxicité en 'absence de stress oxydant.

Lexique

(1) SCGE assay: Single Cell Gel Electrophoresis assay ou test
des cométes; mesure la fragmentation de I’ADN induite
par un agent génotoxique

(2) Cytokinése:la cytokinése: étape correspondant a la division
du cytoplasme dans les derniéres phases de la méiose et
de la mitose, afin de former des cellules filles.

(3) CBMN: Cytokinesis-Block MicroNucleus assay, test de
mutations chromosomiques.

(4) ROS: reactive oxygen species ou espéces réactives de
'oxygéne (peroxyde d’hydrogéne H,O,, radicaux libres
superoxydes O2:-- et hydroxyles -OH) produites de facon
accrue lors d’un stress oxydant.

(5) DCFH-DA:2’-7’ dichlorofluoresceine diacétate, composé non
fluorescent qui est hydrolysé par les estérases intracellulaires
endichlorofluoresceine (DCFH) et qui réagit avec I'H,0, pour
former la dichlorofluorescine (DCF) fluorescente.
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(6) Spectrofluorimétrie: mesure de lafluorescence d’'un composé
en cuve a quartz aprés excitation.

(7) Cytométrie en flux: technique faisant défiler des cellules
a grande vitesse dans un faisceau laser et dont I'analyse
de la lumiere réémise par diffusion ou fluorescence, permet
de trier les cellules en fonction du critére sélectionné.

(8) Fluorochrome:substance capable d’émettrede lafluorescence
aprés excitation, appelée également fluorophore.

(9) AP1: facteur de transcription jouant un role essentiel dans
I’activation de la prolifération cellulaire.

(10) NFKkB: Facteur de transcription dans la réponse inflammatoire
et 'apoptose.

(n) TiO,: dioxyde de titane.

(12) ALLO,: alumine.

(13) SCE: échanges de chromatides sceurs, test qui met en
évidence une erreur de réplication provenant d'une
permutation d’ADN d’une chromatide a l'autre.

(14) BrdU: précurseur marqué de I’ADN qui s’incorpore lors de
la réplication.

(15) CHO-K1: cellules d’ovaires de hamster (Chinese Hamster
Ovary).
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