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Toxicité humaine des nanoparticules
Données limitées
Surtout expérimentation animale sur appareil pulmonaire
Etudes « in vitro » sur cultures cellulaires

Pas encore d ’ étude d’envergure « ex vivo » chez ’'homme exposé

0

-
D Probabilite d’effets deléteres pertinente car :
- propriétés physico-chimiques nouvelles

- taille compatible avec organites cellulaires

J
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NANOPARTICULES ET FRANCHISSEMENT
DES BARRIERES BIOLOGIQUES

Longtemps discuté

Actuellement admis au moins pour certains produits
(avancement des recherche sur la vectorisation des medicaments)

Deux exemples:
Membrane cellulaire

Barriere hémato-encéphalique
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1. ENDOCYTOSE

Endocytose par Endocytose par cavéole

clathrine Pinocytose cavéoline .7
A .0::g
9~ 150 nm & ~ 100 nm & ~ 50 nm . .DIFFUSION

oo~ PASSIVE ?

3. TRANSPORT
ACTIF

récepteur-
dépendant ?

@~ 500 — 2000 nm
(agrégats)

Voies potentielles de pénétration cellulaire
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Nanoparticules et barriéere hémato-encéphalique (1)

Observation : passage du compartiment sanguin au cerveau par
diffusion passive et endocytose

enrobage avec
polysorbates

g

ancrage de
I’Apolipoprotéine E
(Apo E)

|

cellules endothéliales

l

endocytose

l

cerveau

IMBE Biogénotoxicologie Pr A. Botta



Nanoparticules et barriéere hémato-encéphalique (2)

Paradoxe
Apo E variant 4 recherches en cours sur
ﬂ nano vectorisation de
facteur de risque molécules destructrices
maladie d’Alzheimer des peptides B-amyloides en dépot
risque accru de contracter traitement

la maladie de la maladie
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Le stress oxydant induit par les ERO et ERA joue un
role-clé dans les effets toxiques et notamment

genotoxiques des nanoparticules
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GENERATION DE ERO ET ERA PAR LES NANOPARTICULES

_Ger_lera‘\tlon Inflammation In_teractlons avec
intrinseque cibles cellulaires
Groupes oxydants Activation PNN Mitochondries
Phagocytose
en surface
(macrophages) IMécanismes
Réaction Haber-Weiss , de défense
, ﬂ'NOS anti-oxydante
{Bioactivation HAP | | [ Myelopéroxydases
adsorbés ] Oxydases
NAD(P)H dépendantes

d

ERO ERA
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@

La réaction inflammatoire
parait le processus majeur

de production d’ERO et ERA

mais pas l'unique !
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Inflammation

Processus complexe de défense

Contre toute forme d'agression

exogene ou endogene

physique, chimique, bactérienne, virale, antigenique

En principe bénéfique

En realité + controlé|=> dysfonctionnements cellulaire

tissulaire
organique
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Inflammation

Intervention - des macrophages (phagocytes)
- des polynucléaires neutrophiles

Mise en jeu de :

“* ERO et ERA (NO°)

** phénomenes immunologiques

“* médiateurs chimiques (histamine...)
¢ cytokines (IL, Interférons, TNF)

¢ prostaglandines

¢ leucotrienes

IMBE Biogénotoxicologie Pr A. Botta



Les circonstances de mise en jeu de I'inflammation

Infections
(virus, bactéries, parasites)

Dommages tissulaires

Xénobiotiques
(fumée de tabac

(corps étrangers, hyperthermie,

Activation cellules . o
bralure chimique...)

de l'inflammation

amiante, silice...) T

nanoparticules

Induction et bioactivation

~_ | Pathologies inflammatoires
(colites, pancreatites,
bronchites...)

des enzymes productrices
d’agents oxydants

Irritants endogénes / ‘

(calculs...) Espéces radicalaires

Facteurs physiques

ERO ERN (UV, RI...)

Etats de transition

4

Dommages tissulaires
Dommages ADN
Altération fonction et croissance cellulaire

\

Pathologies Cancers
organiques
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Nanoparticules et appareil respiratoire

Tendance a s’agglomérer par collisions mouvements browniens pour les plus petites

Dépot
alvéolaire VRS
taille >5 et <50 nm taille > 50 et <5 nm
Phagocytose

macrophages alveéolaires

Biopersistance

Facteur fondamental peu documentée
Parait dépendre fortement des
caracteristiques physico-chimiques

Translocation

Fosses nasales — nerf olfactif —SNC
Air — sang possible (données contradictoires) etudes en cours
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Pénétration au cerveau par voie nasale des nanoparticules

biopersistance

bulbe olfactif

transport actif ?
(métallothionéine ?)

o’/ e © ﬂo

>
@ -

|\ A

A4 v

® nerf Olfactif -~

partie | |
sup.
des < ' Ve
fosses ®
nasales .’;

v vers le
cerveau

. epithélium olfactif

(cellules olfactives)
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Nanoparticules et peau

@ D (@ g
Pénétration cutanée taille-dépendante ? Irritation dose-dépendante

Altérations cellulaires
(apoptose, hypo adhésions)
pour les nanotubes de carbone

Meécanisme complexe en discussion

C ﬁ ) @ )
En question pour ﬂ
Parait possible oxydes metalliques
pour Hypersensibilite
fullerénes Quasi nulle sur peau Génotoxicité
quantum dots saine pour TiO, (2012)
NC Mutagenese
Quid sur peau lésée ? studes en cours
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Nanoparticules et tractus intestinal

Etudes réalisées sur Fullerenes Cg,

Lumiéere
intestinale

translocation

Tissu lymphatique contenant Entéerocytes normaux
des entérocytes specialisés (pénétration facilitée
dans la phagocytose si muqueuse enflammeée)
\ 4

Cas général des particules fines et ultrafines

Taille < 1um (1000 nm) Taille >1 um (1000 nm)
phagocytose par cellules M id mais piégées
(bordant les plaques de dans les plaques de Peyer
Peyer)

puis transport jusqu’au
domaine basal
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Nanoparticules et génotoxicité

La génotoxicité parait étre en relation forte
avec la production de ERO et ERA

Roéle probablement majeur de la réaction inflammatoire
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Lésions de I’ADN induites par ERO et ERA

ERO ERA

Iésions oxydatives
de I’ADN

8-OH-dG Ethéno

attaque directe Propano}addUitS ADN

démontrée avec TiO, relayes par peroxydation

lipidique —MDA, 4HN

études en cours avec
CeO,, TiO,
fullerenes

nitration protéines
(nitrotyrosine)

effet génotoxique

aneugene ?
hypothétique
CSB
CDB } ADN

attaque directe durant le
processus de reparation
coupure du cycle du
désoxyribose

démontrée
avec TiO,, CeO,
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nanoparticules

Cancérogenese
Stress oxydant environnementale
Génotoxicite
Cancérogenese

Reparation
erronee

Mutation genes critiqgues
ONC, GSUPPR, TELOM

Pr. Alain Botta Biogénotoxicologie
Faculté de Médecine



Exemples de nanoparticules ayant conduit a
des effets génotoxiques et/ou mutagenes

Nanotubes
de carbone
Mono et
multifeuillets

Fullerénes irradiés
par lumiere visible

Nanoparticules d’or

CeO,

Génotoxicité
« in vitro »

|

Quantum dots recouverts
d'acide mercapto-undécanoique
et cysteamine

TiO,
(anatase, rutile)
Irradies par
lumiere solaire

Nano maghémites
Fe, O,

TiO,
(anatase)
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Nanoparticules et cancer (1)

‘@

)

Hypothése uniquement

Su

r le cancer du poumon
par analogie avec
connaissance de la

pollution atmosphérique

particulaire

‘@ )

Role majeur
de la genotoxicite
iIndirecte
via I'inflammation
(ERO, ERN)
Ex. des NCMF

!

La nitrosation de la guanine
est le point de départ

de la cancérogenese

j
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Nitrative DNA damage induced by multi-walled carbon nanotube via endocytosis

in human lung epithelial cells

| Lung epithelial cell

Sl A e e S
AP
e b e

</ (vesicular structures)

Nucleus

\\_ &Nitroguanine _~"

— |
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WNT

Facteurs
anti-croissance

L v
APC
T pl6
E-cadhérine > Caténines p (7 TCF4 L
o « R Cycline D || @ -« Smads
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extra-cellulaire ‘ Q-0 Rb ®
@ 1 E2F L
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. . oQ—— d : :
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|
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Capteur
d’anomalies
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EXPOSITION EXPOSITION
CANCEROGENE CANCEROGENE

ﬁ NON

Clone tumoral  Phénotype mutateur
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Nanoparticules et cancer (2)

(@

)

Importance de

la prédisposition
(mutations
génomiques)

la susceptibilite
(polymorphismes)

(@

)

Synergie avec
le tabagisme
et

autres polluants

@

Role possible
d’HAP

et nitro HAP

adsorbés sur
les nanoparticules

et vectorisés
dans les cellules

pulmonaires

)
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Interactions nanoparticules / polluants organiques génotoxiques

HAP nanoparticules
nitro HAP, carbonées metalliques
Ni Cd Co As

adsorption

Ol- inflammation

transport distribution

l
relargage HAP ERO

intra-cellulaire ERN

O I
H Liodisponibilité HAP
bioacti‘\'/ation T T Tinduction

adduits ADN
réparation
apoptose
arrét cycle
| cellulaire

mutations

| | inhibition
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Nanoparticules et reproduction (1)

s expérimentation animale : souris, rats wistar
¢ nanoparticules étudiees :

SiO, + enrobées

Ag

Al
MoO,
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Nanoparticules et reproduction (2

Résultats
- translocation depo6ts bioaccumulation
dans les testicules
- cytotoxicite sur les cellules germinales

Hypothese
les nanoparticules pourraient franchir la barriere
hémato-testiculaire et biopersister dans le testicule

Inconnues
Quid chez 'Homme ?
Quels effets génotoxiques et/ou mutagenes ?
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Un nouveau paradigme en toxicologie mecanistique

L'exemple des nanoparticules d’oxyde de cérium



H,O, + Fe?* — Fe3*+ HO® + OH-
Réaction Fenton

H202 —— HO°

' &

Nano-CeO,

%o

S3e

X X )
X X X
X X X
[ X X
X
®
Peroxydation
lipidique
Membrane
cellulaire

’
’
’
’
’ o
/
Oxydation des // / NA[:]PH
protéines , -oXxydase
P embrane des
(G X) H2 2 SOD 02.- / 'p\)ﬂhagglysosoiwes
~
S ~
Relarguage de Fe?* par S o _
des métalloenzymes spécifiques .o Adduits exocycliques
(ex. aconitase) >
~ ~ <
1 Ascorbate RN N
: H.O , Effet clastogéne
| Glutathion 292 — HO®  Adduits ADN
Réaction Fenton CSB, CDB
Cytoplasme Noyau Présence de Fe
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VOIES DE TOXIFICATION DU RADICAL SUPEROXYDE

. 0,
_ NO /
ONOO™ < /‘SOD > HOOH
2H* Fe(ll) Cu(l) Mn(ll) Cr(V)
Réaction de Fenton
Fe(lll) Cu(ll) Mn(lll) Cr(IV)
ONOOCO, v
nitrosoperoxycarbonate [HOOH]
"OH OH~
'NO, Co;
Lésions Peroxydation
ADN lipidique
Nitrations ?

macromolécules
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NanoCe
Test des MN sur fibroblastes humains binucléés en culture
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CONCLUSION

Beaucoup d’hypotheses
Peu de données probantes

e Redéfinir » Interprétation des résultats

. : » Différences inter-especes
modeles cellules-cibles

——— * Extrapolation a 'homme
doses, temps de contact . Interactions avec polluants

« Evaluer pertinence des tests
Développer tests adaptés
« Etudier les nanoparticule
altérées et non pas
les produits purs

Comprendre les processus
cumulatifs dans les tissus-cibles

 Elucider mécanismes ———> * Approfondir etudes

de franchissement de genotoxicite
s . . somatique et germinale
des barrieres biologiques

Approcher mécanismes
épigénétiques
(méthylation ADN, micro ARN)
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Beaucoup de travail en Beaucoup de postes
perspective souhaites
pour les chercheurs seniors pour les jeunes chercheurs

IMBE Biogénotoxicologie Pr A. Botta



