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Introduction

« There is plenty of room at the bottom », 1959
(Richard Feynman, prix Nobel de physique en 1965)

L'infiniment petit n'en finit pas de délivrer les promesses
d 'un « nano-monde » ou les propriétés de la matiere
semblent se métamorphoser...

Les scientifiques parlent d’espoirs de recherche.
Les industriels parlent de revolution : les nanotechnologies.

Les hommes font face a de nouveaux risques potentiels,
emergents, et tres difficiles a evaluer



Les nano-...

Nanotechnologies : toutes technologies recourant a 'emploi et
utilisant les propriétes physiques ou chimiques de
nanoparticules ou nanomateriaux.

« Nanomonde » : I'une des expressions parmi tant d'autres
exprimant I |mportance de ce qui est parfois considéré comme
une vraie revolution industrielle

Nanomatériaux : matériaux manufacturés au moyen de
techniques ascendantes (top-down) ou descendantes (bottom-
up) constitués de nanoparticules prises ou non dans une matrice

Nanoparticules : objet dont au moins une dimension est
inférieure ou égale a 100nm et dont les proprietés découlent de
cette taille.



Nanotechnologies : exemples
d’applications
—~Nanotechnologies : révolution industrielle et médicale

Vectorisation des principes actifs

Traitements anticancéreux ( ex: nanoparticules magnétiques a base d'oxyde de
Fer - hyperthermie)

Imagerie medicale (nanoparticules magnétiques a base d'oxyde de Fer —
Résonance magnétique nucléaire)

Cosmeétologie (creme solaire a base de nanoparticules d’oxyde de titane, de
cérium, de zinc)

Industriels : nanomatériaux plus leégers présentant des propriétés de resistance
meécanique exceptionnelles (cadre de vélo, raquette de tennis...)

Textile : matériaux antitaches
Composants électroniques
Etc....



Nanomateriaux, sources d'inquietude

Les proprieteés physico-chimiques de nanomateriaux ne sont en
rien comparables a celles des mémes composes a des
échelles de taille supérieure (matériaux solides)

Quelles sont leurs actions sur ’homme et sur I’'environnement ?

Pour bien se rendre compte de I'impact de matériaux
nanomeétriques, il faut considérer que 2 g de nanoparticules de
100 nm de diametre peuvent représenter suffisamment de
materiel pour procurer 300 000 particules a chague Homme sur
Terre (Hardman, 2006).

Comment se protéger de I'exposition de ces substances aussi
fines (5-100 nm) ?

Quelles sont les sources d’exposition de 'hnomme, de
contamination de I'environnement ? 5



Origine des nanoparticules

Anthropogeéniques

Naturelle

Non intentionnelles

Intentionnelles

Conversion phases
gazeuses / particulaires
Feux de Forets
Eruptions volcaniques
Virus

Magnetite biogénique
(bactéries, mollusques,
arthropodes, poissons,
oiseaux, cerveau
humain...)

Ferritine (12,5 nm)

Engin a combustion
Centrales énergetiques
Incinérateurs

Fumées metalliques
(soudage, fonte...)
Fumées de polymeres
Autres fumees
Surfaces chauffées
Moteurs électriques
Fritures, grillades...

Taille et forme controlées,
sujettes a fonctionnalisation
Métaux, semi-conducteurs,
oxydes métalliques,
carbones, polymeres
Nano-spheres, -tubes, -fils,
cage, anneaux

Avec ou sans traitement de
surface (pour application en
cosmetigques, medecine,
fabrication, électroniques,
optiques, etc ...)




Caractéristigues des nanomateriaux

* En quoi leurs tailles nanomeétrigues modifient-
t-elles a ce point leur propriétés ?
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La proportion de molécules en surface des particules augmente
exponentiellement lorsque la taille des particules passe en
dessous de 100 nm. Importante aire de surface des nanoparticules

iInduisant des reactivités chimiques et biologiques accrues.
7

Gunter Oberdorster et al, Environmental Health Perspectives, vol 113 (7), July 2005



Toxicologie des nanoparticules
problemes lies a leur taille

* Toxicologie
— Effet de dose
— Effet de temps d’exposition
— Réversibilité des effets

e Dose:

— g/l ou mol/l, seule une partie des atomes sont en
surface donc susceptibles d’interagir avec leur
environnement

— nombre de particules
— surface totale des particules
— relation non linéaire entre ces parametres



Bio distribution effective et potentielle

Air
Eau —
Vétements Transpiration
Exfoliation

Tractus
respiratoire

Air.*

Tractus
gastro-intestinal

— Féces

aliments

Administration
médicamenteuse

Lait

Autres

Urines

épiniére

organes

Bio distribution des nanoparticules dans I'organisme. Certaines voies de passage ont éte établi pour
tels ou tels type de nanoparticules, mais bon nombre restent tantét hypothétiques, tantot sujettes
a resultats contradictoires. Les cinétiques de passage d'un compartiment a un autre, les 9
accumulations dans divers tissus et les mécanismes sous jacents demeurent a ce jour inconnu.



Génotoxicité des nanomateriaux :
quel intérét ?

Facteurs environnementaux
et susceptibilité genétique

Effets biologiques précoces,

: : n Initiation
contemporains de 'exposition

Effets biologiques tardifs Promotion

ir-*'i:-_

‘-.. -
]

@ B Progression
Survenue de I'état pathologique
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Donneées toxicologiques en relation
avec la génotoxicite

Nanoparticules

Lésions oxydatives
des protéines
(Ex : Nitro-tyrosination,
oxydation des cystéines)

|

—
~

Inflammation

Stress oxydatif

<

Lésions oxydatives
de 'ADN
(Ex : 8-oxoguanine)

Perte/gain de chromosomes

(aneugenese)

l

Mutations
geniques,
chromosomiques

N

Péroxydation
lipidique
|

Malonaldehyde
4-hydroxynonenal

!

Lésions de ’'ADN

<— | Adduits exocycliques

Pontages interbrins
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Genotoxicite primaire ou secondaire

Fibres
Particules

Nanoparticules ?

/

\

Cytotoxicité | —

Inflammation | —

vy

Mecanismes pour lesquelles
des seuils peuvent étre définis

Dépassement des meécanismes
antioxydants et des capacitées
de réparation de 'ADN

|

Prolifération cellulaire compensant
les Iésions tissulaires

|

Génotoxicite

/ \

Cancer Fibrose

La degradation tissulaire due a I'inflammation et/ou a la nécrose d’'une grande proportion
de cellules conduit a la promotion de cellules initiées, et induit ainsi I'’émergence de2
clones prénéoplasiques ou néoplasiques



Genotoxicité primaire ou secondaire

Nanoparticules :
propriétés de surface particulieres
(métaux de transition)

/ \

Processus de mobilisation du fer — Especes reactives de
'oxygéne et/ou de I'azote

1 |

Produits de péroxydation
Leésions/mutations de 'ADN | < lipidique

Génotoxicité Primaire directement liee aux propriétés intrinseques
de la particules.

Effets considérés sans seuil.
13



Détermination de la genotoxicite
des nanoparticules

Action directe
sur le squelette
phospho-carboné

Modification
de bases

}

Réparation par
excision-resynthese
ou recombinaison

}

Cassures simples brins

f

Pontages
interbrins

!

Cassures
doubles
brins

!

Lésions des
protéines

!

Anomalies
du fuseau
mitotique

}

Cassures
chromosomiques

Pertes de

chromosomes

f

!

Test des cometes
(SCGE : single cell gel electrophoresis)

Test des micronoyaux
(CBMN : cytokinesis-blocked micronucleus
assay)

1A
=




Genotoxicite des nanoparticules :
donneées de la litterature

 Fullerenes (nCgj)
— Grande insolubilité dans I'eau
— Scavenger ou producteur d’especes réeactives de I'oxygene

— Activité promotrice
« + apres traitt de DMBA (diméthylbenzanthracene)
« - apres traitt de TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate)

« Nanotube de carbone

— Clastogenicite et aneugénicité sur cellules epitheliales (in
vitro) et sur pneumocytes Il (in vivo)
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Genotoxicité des nanoparticules :
donnees de la litterature

* Oxydes metalliques

— TiO, génotoxique avec et sans irradiation UV
préalable

— Oxydes de Fer : resultats contradictoires
— CeO,:

* Diminution de la viabilite

 Induction d’especes réactives de 'oxygene

16



Etude in vitro de la cyto- et genotoxicite de
nanoparticules de maghemites (Fe,03) sur fibroblastes
humains (2)
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FIGURE 3. Stability of the NmDMSA suspension in the abiotic L 4 o
supplemented DMEM (C) and a supernatant of a 24 h cell culture i
- FIGURE 4. TEM pictures of human fhroblasts incubated with 8.0 g/L of NmOMSS during 2 b (k) and 24 b (<), (a) Control fibrablasts. Thin
(®@). Contact time: 48 h.

surface layer of HmDMSA and endocyiosis vacusles coninining aggregates of difterent size are visible,

Auffan et al, Environ. Science & Technol., 2006



Etude in vitro de la cyto- et genotoxicite de
nanoparticules de maghemites (Fe,03) sur fibroblastes
humains (2)
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FIGURE 6, Box-and-whisher plats of OTM values for the comet assay experiments, The graphs display the 25th and 75th percentiles (lower
FIGURE 5. Fibrohlasts viability over a 48 h p&liﬂd determined by and upper edges of boxes), the Sth and %5th percentiles (error bars), the lowest and highest 0TM values (black circles), the median iblack
the WST-1 assay and statistical significance (t-test) of the assay,  linel and the mean {dashed line).

A: decreased mitochondrial activity; B: increased mitochondrial

activity. Statistical significance: ns, no significance; * P < 0,05, **

P =001 *** P = 0.001.

Auffan et al, Environ. Science & Technol., 2006



Réponses cellulaires aux nano-CeO, en terme de
lésions de 'ADN et de mutations chromosomiques

Collaboration avec L'UMR 6635 — CEREGE — J-Y. Bottero, J. Rose

— 4+
\ Ce3*

LA
= T~ S ®

W ROS
X s~ B RNS
[ 4 Di-aldéhydes
: e issus de la
— peroxydation lipidique
O(Sb OQJ {g—xidized species ADN , \Protéines
ROS, RNS, LPO . .
A (adduits exocycliques, Oxydation des cystéines
pontages interbrins) Nitro-tyrosination
MNC- 2 MNC+ ?

e Auffan M et al, submitted
Thése de L. Benameur 19



Conclusion (1)

A I'heure actuelle, les preoccupations en terme de risque
pour la sante et de contamination dans I'environnement
sont fortes

Aucune nanoparticule ne peut étre considerée comme
ayant définitivement fait la preuve de son innocuite,
notamment vis-a-vis des pathologies a évolution
lente (vielllissement, cancer, troubles neuro-
dégenératifs...)

Les travaux sont le plus souvent partiels, parfois
contradictoires

Les (rares) études in vivo deja réalisees n'ont pas
démontré de toxicité aigue !
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Conclusion (2)

» Les effets toxiques preoccupants :
— Internalisation
— Réponse de type inflammatoire
— Stress oxydatif

— Anomalies du cytosquelette, de la prolifération
cellulaire...

— Génotoxicité

— Passage de la barriere hemato-encephalique et
clairance faible

21



Conclusion sur les dangers
associes au nanomateriaux

« Seule l'identification des dangers, particulierement
complexe a mettre en ceuvre du fait de la nécessite de
mettre en ceuvre des travaux toxicologiques
interdisciplinaires permettra d’'identifier les risques et de
définir une politique de prévention adaptée...

« (C'est la premiere fois dans I'histoire que I'on étudie les
Impacts sur la santé et sur I'environnement d’'une
technologie en méme temps qu’'on la developpe.

22
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