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Introduction

Une des tendances actuelles en matiére de recherche scientifique est de produire des
nanostructures faites d’une grande variét¢ de matériaux et d’en comprendre les propriétés et
fonctionnalités afin de développer de nouvelles technologies.

En raison de leur taille nanométrique, les nanomatériaux possédent des propriétés physico-
chimiques différentes des mémes matériaux de plus grande taille. Ces propriétés uniques sont
utilisées dans tous les domaines d'applications. Les nanotechnologies sont aujourd’hui un outil
irremplagable dans 1’étude chimique, biologique et médicale du vivant.

Méme si ces technologies offrent un extraordinaire potentiel, elles peuvent présenter certains
dangers.

Actuellement, la recherche est plus focalisée sur les effets des nanoparticules sur la santé
humaine que sur les écosystemes. Pour évaluer leur toxicité, le reglement REACH
(Enregistrement, Evaluation, Autorisation et Restriction des Produits Chimiques), devrait trés
prochainement s’engager dans une démarche de réglementation sur les nanomatériaux.

Les législateurs, les scientifiques et 1’industrie ont convenu que les tests des substances
chimiques devaient respecter les “ 3R 7 (I’engagement de Réduire, Raffiner et Remplacer)
chaque fois que possible, les tests sur les animaux. REACH fournit de ce fait des possibilités
d’utiliser des méthodes alternatives d’évaluation ainsi que les données existantes. Les méthodes

in silico constituent un grand pas en avant.

Les méthodes in silico se référent a 1’utilisation de modeles mathématiques, réalisés a 1’aide
d’outils informatiques, pour évaluer l'impact d’une substance sur l'organisme. Ces méthodes
doivent servir a recueillir des informations suffisamment pertinentes pour réduire le recours a
I’animal telles que les outils QSAR (Quantitative Structure Activity Relationships).

Les objectifs du présent PFE sont de trois ordres : scientifiques, méthodologique et
d’amélioration des gestions.

Les objectifs scientifiques visent & améliorer la connaissance actuelle des nanoparticules et leurs
effets toxiques sur la vie sanitaire et environnementale.

Les objectifs méthodologiques visent a développer de nouveaux tests fondés sur les méthodes
alternatives a 1’utilisation des animaux et de démontrer que ces tests sont réellement prédictifs et
mieux adaptés aux questions soulevées que les tests traditionnels.

Les objectifs d’amélioration des gestions visent a exploiter les résultats de ce PFE en
fournissant des recommandations destinées a améliorer la sécurité de ces nouveaux matériaux

(nanoparticules).
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Afin de présenter 1’étude menée en ce sens, le présent manuscrit s’articule en deux parties : 'une
bibliographique et I’autre est consacrée a I'application de la boite a outil (QSAR).
Dans la partie bibliographique,

» Le premier chapitre est consacré a I’état d’art concernant des informations sur les
nanoparticules, les méthodes alternatives et la toxicologie prédictive.

» Le deuxieme chapitre est quant a lui dédié a une présentation condensee sur les modéles
Quantitative  Structure  Activity Relationship (QSAR: Relation Quantitative
Structures/Activité).

> La partie d’application présente les tests d’évaluation prédictive concernant le potentiel

de la génotoxicité (test d’Ames et test des micronoyaux) d’un produit chimique non testé.
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Bien qu’existant depuis les années 1980, les nanosciences et nanotechnologies ont pris un
réel envol depuis le début du XXleme siecle. Ces disciplines, véritables convergences entre la
physique, la chimie et la biologie, étudient et mettent en pratique la conception et I’utilisation des
nanoparticules.

Cependant, la communauté scientifique s’est penchée trés tot sur le sujet et commence a apporter
des ¢éléments de réponse. Dans ce chapitre seront tout d’abord donnés une définition et un
descriptif des principales nanoparticules et de leurs intéréts. Les risques pour I’Homme et

I’environnement seront ensuite abordés (Angélique, 2008).
1. Les nanoparticules :

1.1. Définition :

Au sens strict une nanoparticule est un assemblage d’atome dont au moins une des
dimensions est dans le domaine nanométrique (1 nm = 10”° m). La limite admise est inférieure &
100 nm car c’est en général I’ordre de grandeur des longueurs caractéristiques des processus
physico-chimiques. En dessous de ces valeurs, les propriétés changent a cause des effets de
confinement ou parce que la surface joue un réle prépondérant (Pitkethly, 2003).

Du point de vue de la taille, les nanoparticules se situent sur I’échelle du monde vivant entre
I’hélice d’ADN (3,4 nm) et un virus (100 nm) (figure 01).

On appelle nanomatériau, un matériau constitué d’un assemblage de nanoparticules.

C’est un matériau nanostructuré qui peut étre obtenu par une approche ascendante (bottom-up)
qui correspond a un assemblage de nanoparticules, ou par une approche descendante (top-down)
qui correspond a une nanostructuration d’un matériau massif par attaque physique ou chimique
(Angélique, 2008).

monde
artificiel

Figure 01 : Positionnement de la taille des nanoparticules sur I’échelle du vivant et des
matériaux (Commisseriat a ’Energie Atomique, 2005).
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1.2. Les sources des nanoparticules:

Il existe en effet différentes sources de production des nanoparticules :
e Les sources naturelles (incendies, éruptions volcaniques, ...) ;
e Les sources accidentelles (feux de bois, gaz d’échappement de véhicule, freinage,...) ;

e Les sources industrielles (nanoparticules manufacturées intentionnellement par 1’homme)
(Ophélie, 2008).

1.3. Propriétés physicochimiques des nanoparticules:

Les propriétés physiques et chimiques des nanomatériaux peuvent différer des propriétés
du matériau en vrac correspondant en raison d'effets quantiques et de surface qui dépendent de la
taille. Le tableau 01 énumeére quelques propriétés pertinentes des nanoparticules (Roduner,
2006).

Tableau 01: Evolution des propriétés des particules a I’échelle nanométrique
(D’aprés Luther, 2004).
‘ l Exemples

Catalytique | Efficacité catalytique élevée due au rapport surface/volume élevé.

Electrique Augmentation de la conductivité électrique des céramiques et des
nanocomposites magnetiques ;

Augmentation de la résistance électrique des métaux.

Magnétique | Augmentation de la coersivité magnétiqgue, comportement
superparamagnétique.

Mécanique Augmentation de la dureté et de la solidité des métaux et des
alliages, de la ductilité et de la superélasticité des céramiques.
Optique Changement spectral de I'absorption optique et des propriétés
fluorescentes, augmentation de I'efficacité quantique des cristaux
semi-conducteurs.

Stérique Augmentation de la sélectivité Spheres creuses pour un transport
spécifique de médicaments et une distribution controlée.
Biologique Augmentation de la perméabilité vis-a-vis des barriéres
biologiques (membrane, barriere épithéliale,...), augmentation de
la biocompatibilité.

1.4. Domaines d’utilisation:

Depuis les années 90, les nanoparticules sont utilisées dans de tres nombreux domaines :
électroniques, revétements, textiles, articles de sports, applications pharmaceutiques, applications
agroalimentaires, aéronautique, automobile, chimie, constructions, cosmétiques, optique, etc.

Aujourd’hui, elles sont présentes dans plus d’un millier de produits [1]
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Tableau 02: applications visées par I’utilisation de nanomatériaux (Mélanie, 2007).

Secteurs Applications visées

Agro-
alimentaires Revétement imperméable, Membranes pour le traitement
de liquides alimentaires, Marquage pour tracabilite.

_ Revétement auto lubrifiant, anti-rayure et anticorrosion
Automobile Pneu vert, Pot catalytique, Vitrage autonettoyant,
hydrophobe, athermique.

Cosmétiques Anti-UV, antivieillissement, antibactérien.

Environnement Traitement de pollutions, traitement de 1’eau potable.

Santé. Pharmacie | Délivrance ciblée de médicaments, réparation et
implants.

Electronique Matériau isolant. Polissage de wafers et disques durs.
Polymere nanostructuré pour électronique souple.

1.5. Risques potentiels des nanotechnologies:
1.5.1 Bases d’une réflexion scientifique:

Parmi les impacts potentiels des nanomatériaux sur le monde de demain, 1’interaction
avec le vivant constituent une interrogation majeure car les propriétés particulieres aux
nanoparticules, qui les rendent si intéressantes, peuvent potentiellement représenter un danger
non négligeable pour les hommes et I’environnement. En effet, si certaines de leurs
caractéristiques sont prometteuses pour le traitement de maladies ou I’élaboration de systémes a
libération contrdlée, elles pourraient avoir des impacts inattendus dans d’autres circonstances. La
petite taille des nanoparticules pourrait par exemple leur permettre de pénétrer dans les tissus et
passer la membrane cellulaire. Une fois dans la cellule, leurs propriétés catalytiques pourraient
générer des especes radicalaires (ROS : Radical Oxygen Species) et causer de sérieuses
altérations dans ’ADN (ce qui constituerait un facheux effet secondaire de l’utilisation des
cremes solaires). Les nanoparticules sont également suspectées de pouvoir franchir la barriere
hémato-encéphalique, or les conséquences de leur accumulation dans le cerveau ne sont pas
encore connues. De plus, il existe un risque non négligeable de toxicité par inhalation tout
particulierement pour les personnes travaillant dans des industries fabriquant des nanoparticules.
Le nez est la premicre barriére aux particules, malheureusement seules les plus grosses d’entre
elles y sont arrétées. Les nanoparticules ultrafines et les nanotubes de carbone pourraient donc
s’accumuler dans les poumons et y provoquer des effets déléteres comparables a ceux observés

dans le cas de I’amiante. En ce qui concerne I’environnement, la libération incontrdlée de
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nanoparticules (ex : combustion des fiouls, ruissellement des nanoparticules utilisées dans les
facades autonettoyantes) pourrait avoir de graves conséquences environnementales. Certaines
nanoparticules sont méme envisagées pour des utilisations en dépollution par exemple pour le
piégeage des halogénures, arsenic, mercure, etc. (Elliott and Zhang, 2001 ; Tratnyek and
Johnson, 2006), leur présence dans 1’environnement, notamment aquatique, ne serait donc pas

anecdotique (Figure 02) (Ophélie, 2008).

Warker Exposure Consumer Exposure

y Censumer
Raw Material |

Producticn 3 Ecct

= Consumer Use End of Lifs
Manufacturing

........................................................

Indusirial emizssions

4

Human Populstion and Ecological Exposure

Figure 02 : Illustration du cycle de vie des nanoparticules et des risques engendrés
(Ophélie, 2008).

1.5.2. Effets des nanoparticules sur ’Homme :
1.5.2.1. Voies d’entrée dans I’organisme:

L’Homme peut entrer en contact avec les nanoparticules de trois fagons : en les touchant

(voie cutanée), en les ingérant (voie digestive) ou en les respirant (voie respiratoire).
» L’appareil respiratoire:

Le dépdt des nanoparticules dans [’appareil respiratoire se fait essentiellement par
diffusion (Witschger and Fabries, 2005). La localisation de ce dép6t dépend de la taille, de la
forme et de 1’état d’agglomération des particules. Ainsi dans le cas de particules sphériques non

agglomérées, I’intensité du dépot en fonction de leur taille a pu étre modélisée dans les
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différentes régions du tractus respiratoire : la région extra-thoracique (incluant la bouche, le nez,
le larynx et le pharynx), ’arbre trachéo-bronchique (qui s’étend de la trachée aux bronches) et la
région alvéolaire (constituée des bronchioles terminales et des alvéoles) (Buzea et al., 2007;
Yang et al., 2008).

» Le tractus digestif:

Le tractus digestif constitue une autre voie d’entrée des nanoparticules qui peuvent avoir
deux origines : les premicres qui peuvent €tre ingérées directement avec 1’eau, les aliments ou les
médicaments, et les secondes qui sont ¢liminées de 1’appareil respiratoire par 1’escalier
mucociliaire. Seulement quelques études ont été menées sur ce sujet et montrent que les
nanoparticules sont éliminées rapidement avec peu de passage a travers la barriere intestinale
(Jani et al., 1994; Yamago et al., 1995). Cependant, comme pour la translocation de la barriere
alvéolaire, il existe tres certainement des différences suivant la nature et la taille des
nanoparticules. En effet il a ét¢ montré que 1’internalisation des nanoparticules par les cellules

intestinales dépend de ces deux paramétres (Win and Feng, 2005).

» La voie cutanée:

Du fait de leur taille réduite, les nanoparticules pourraient avoir plus de facilité a passer la
barriére cutanée pour atteindre le derme qui est riche en vaisseaux sanguins et lymphatiques, en
nerfs sensitifs et en cellules dendritiques. Cependant la plupart des études ne montrent pas
(Cross et al., 2007; Lademann et al., 1999) ou ne montrent qu’une faible pénétration de
nanoparticules dans 1’épiderme mais sans qu’il y ait passage dans le derme lorsque celui-ci est
intact (Alvarez-Roman et al., 2004). Ainsi 1’épiderme semble étre une barriére efficace pour
empécher la pénétration des nanoparticules mais a condition que celui-ci ne soit pas lésé. En
effet quelques études mettent en évidence une pénétration dans le derme : celle-ci serait imputee
a des lésions cutanée ou a une ouverture des follicules pilieux et non a une diffusion dans
I’épiderme (Mavon et al., 2007; Tinkle et al., 2003).

Le passage ou non des nanoparticules par la peau n’apparait donc pas clair et est probablement
dépendant de leurs caractéristiques. De plus, il reste aussi a déterminer, en cas de pénétration, si
les nanoparticules restent localisées dans le derme ou si ils transloquent par le sang ou encore les

nerfs sensitifs (Angélique, 2008).
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Figure 03 : Voies d’exposition de ’homme aux nanoparticules (en rouge) et devenir dans le
corps humain (bleu) (d’apreés Buzea et al., 2007).

1.5.3. Effets des nanoparticules sur I’environnement:

Actuellement, la recherche est plus focalisée sur les effets des nanoparticules sur la santé
humaine que sur les écosystemes. Pour évaluer leur toxicité sur des organismes vivants, les
chercheurs ont mis en contact des poissons, des batraciens et des bactéries avec des
nanoparticules. Par exemple, les chercheurs ont observés des effets toxiques sur les
microorganismes (bactéries) lorsque les expériences été faites sans milieux nutritifs. Les effets
toxiques provoqués par les nanoparticules sont dus a la production d’espéces trés oxydantes a
base d’oxygene. Cette propriété des nanoparticules est intéressantes pour dépolluer les eaux car
les espéces produites oxydent les molécules dangereuses et tuent les virus et les bactéries
présents dans I’eau.

Il y a aussi des études en cours sur la capacité des nanoparticules a générer des changements sur
I’ADN (génotoxicité) et sur leurs impacts sur la biodiversité¢ au sein des écosystémes qui a long
terme pourront atteindre 1’homme via la chaine trophique.

Dans I’industrie agroalimentaire, beaucoup de nanoparticules sont introduites dans les
produits et les emballages. Les dernieres recherches ont démontré que cette industrie est une
source potentielle de risques pour I’environnement. Les nanoparticules plus utilisées dans les

emballages et les produits alimentaires sont 1’argent, 1’oxyde de zinc, et le dioxyde de titane



Les nanoparticules

lesquelles ont des propriétés antibactériennes. Comme le dioxyde de titane est la nanoparticule la
plus utilisée, la majorité des études 1’ont utilisée pour réaliser les tests sur la toxicité. Ces études
ont prouvé sa toxicité sur certaines especes comme les truites, puces de 1’eau et les algues. Le
nano oxyde de zinc est aussi dangereux pour ces espéces qui symbolisent les indicateurs
écologiques.

Le risque majeur que peut entrainer une utilisation excessive des nanoparticules
antibactériennes est la disparition des espéces qui sont bienfaisantes pour I’environnement, telles
que les bactéries qui nitrifient et dénitrifient I’cau et les bactéries qui fixent le nitrogéne des
plantes. Cela pourrait occasionner une altération de I’écosystéme (Joanna et al., 2009).

Les nanoparticules peuvent d’abord relever de la réglementation relative aux agents
chimiques : il s’agit de la réglementation sur les substances dites «existantes» et les substances
dites «nouvelles», qui sera bientdt remplacée par le projet de reglement <REACH» concernant
I’Enregistrement, 1’Evaluation, 1’ Autorisation et Restriction des Substances Chimiques.
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Figure 04 : Contamination et devenir des nanoparticules dans I’environnement.
En rouge sont indiquées les voies de contaminations primaires et en bleu les voies de
dégradation hypothétiques (Angélique, 2008).

2. Le reglement REACH :

Le Reéglement REACH est entré en vigueur le ler juin 2007. REACH est l'abréviation
de Registration, Evaluation and Autorisation of Chemical Substances (Enregistrement,
Evaluation et Autorisation des substances Chimiques) [2].

REACH demande a I’industrie de fournir aux utilisateurs toutes les informations sur les
risques que présentent les substances chimiques qu’elle fabrique et distribue, de maniere a

améliorer les décisions quant a leurs utilisations. Pour les substances mises sur le marché et
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représentant au moins une tonne par an, les données se rapportant a la toxicité doivent étre

enregistrées aupres de 1’ Agence Européenne des Produits Chimiques (ECHA).

REACH a de ce fait provoqué une demande urgente de tests de toxicité pour un grand
nombre de substances chimiques. Environ 100 000 substances chimiques pourraient étre
enregistrées dans le cadre de REACH entre 2010 et 2018, nécessitant des données issues des
tests de toxicité [3].

Le réglement REACH vise a assurer un niveau éleve de protection de la santé humaine et

de I’environnement contre les effets dangereux des produits chimiques. Il incarne 1’équilibre,
défini dans le cadre du processus législatif, entre la nécessité de générer de nouvelles
informations sur les propriétés dangereuses de ces produits au moyen d’essais sur les animaux et
la volonté d’éviter de tels essais dés lors qu’ils sont inutiles. Aussi, le réglement stipule-t-il que
les essais sur les animaux vertébrés ne doivent étre réalisés que s’il n’existe aucune autre
solution [4].
Sur la question des nanoparticules, I’Union européenne, dans le prolongement de REACH,
devrait trés prochainement s’engager dans une démarche de réglementation sur les
nanomatériaux. Elle envisage déja pour 2012-2013 une obligation d’étiquetage pour les
cosmétiques contenant des nanoparticules (Picot, 2012).

Le principal objectif de nouveau programme est d’assurer un plus haut niveau de
protection de la santé humaine et de I’environnement tout en permettant un fonctionnement
efficace des marchés internes de l’innovation et de la compétition de 1’industrie chimique
(Ostiguy, 1980).

Un des objectifs fondamentaux de REACH est de promouvoir des méthodes alternatives pour
[’évaluation des risques des substances chimiques et de n utiliser les tests sur les animaux qu’en

dernier recours [3].

2.1. Le principe du reglement REACH :

v' Enregistrement, de toutes les substances produites ou importées a plus d’une tonne par
an ;

v Evaluation, des propositions d’essais, des dossiers et des substances par les Etats-
membres ou I’Agence ;

v’ Autorisation, pour les substances extrémement préoccupantes; et restrictions, pour gérer
les risques liés a d’autres substances ;

v" Restriction d’usages des produits Chimiques (Jérémie, 2010).
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2. 2. Les Méthodes alternatives :

Le recours a des méthodes alternatives en expérimentation animale est aujourd’hui une
nécessité, eu égard notamment aux exigences du reglement REACH qui requiert des résultats
rapides et fiables sur les propriétés toxiques et ecotoxiques des substances chimiques. De plus,
elles sont nécessaires pour répondre aux préoccupations sociétales autour d’une démarche
éthique en expérimentation animale. Le reglement REACH et la directive sur la protection des
animaux utilisés a des fins scientifiques ne visant pas la suppression des essais, les méthodes
alternatives doivent permettre de satisfaire un ou plusieurs principes des « 3R » : Substitution
(Remplacer les modéles animaux a chaque fois possible), Réduction (réduire le nombre
d’animaux en expérimentation), Raffinement (optimiser la méthodologie appliquée aux

animaux).

2.2.1. Les « 3R » : principes éthiques de I’expérimentation animale

La regle des « 3R », élaborée en 1959 par Russell et Burch, constitue le fondement de la
démarche éthique liée a I’expérimentation animale en Europe et en Amérique du Nord. Les
bonnes pratiques en expérimentation animale s’appuie sur :

e Reduce : réduire le nombre d’animaux en expérimentation ;

e Refine: optimiser la méthodologie appliquée aux animaux, notamment les conditions de
transport, elevage, hébergement, utilisation (limiter ou éviter la douleur et la souffrance
subie par les animaux, notamment en fixant des points limites — critéres d’interruption ou
end points) ;

e Replace : remplacer les modeles animaux a chaque fois que possible par des méthodes in
vitro (étude sur cellules humaines ou animales) ou in silico (modélisation mathématique
avec I’aide de I’informatique) (Aurelie, 2011).

Les principes éthiques structurés par les « 3R » servent de base a la Directive 2010/63/UE du 22
septembre 2010 sur la protection des animaux utilisés a des fins scientifiques. Applicable au 1%
janvier 2013, elle exige, pour une procédure donnée, que soient choisies en priorité les méthodes
alternatives reconnues par I’UE, si elles existent. Le réglement REACH affiche la nécessité de «
promouvoir le développement de méthodes alternatives » dans la procédure instituant
I’Enregistrement, I’Evaluation, I’ Autorisation et la Restriction des Substances Chimiques.

Ce type de méthode, dont le but est de prédire les effets des substances, est un outil précieux
pour faire le lien entre les informations collectées in vitro ou in vivo et le devenir du composé

chimique dans I’organisme (Aurelie, 2011).
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2.3. Qu’appelle-t-on « méthodes alternatives » ?

Les méthodes « alternatives », terminologie inventée en 1978 par le physiologiste David
Smyth, regroupent les méthodes permettant de satisfaire un ou plusieurs principes des
« 3R ».

2.3.1. Les méthodes de substitution :

Ex vivo (prélévements de tissus d’animaux vivants) ; in vitro (modeles cellulaires) ; in
silico (modeles biomathématiques utilisant des bases de données issues d’expérimentation in
vivo ou in vitro) ; chimie analytique ; regroupement de substances et méthodes de références
croisées (lorsque certaines substances ont des points communs suffisants avec des substances
déja connues) ; cellules souches ; organes bio-artificiels ;cultures organotypiques (modéles

construits a partir de fragments de tissus ou d’organes).

2.3.2. Les méthodes de réduction :

Méthodes statistiques (par lesquels on obtient plus d’informations a partir d’un seul
protocole) ; utilisation d’espéces pour lesquelles les connaissances scientifiques établissent
qu’elles sont moins sensibles a la contrainte que d’autres ; controle de la variabilité de la réponse

(par les parametres environnementaux et le statut sanitaire et génétique des animaux).
2.3.3. Les méthodes de raffinement :

Diminution de la douleur (examen clinique) ; imagerie du petit animal in vivo (ultrasons,
bioluminescence, scintigraphie, tomographie) ; télémétrie (enregistrement de paramétres

physiologiques en continu) (Aurelie, 2011).

2.4. Les méthodes in silico :

Les méthodes in silico désignent les modeles biomathématiques utilisant des bases de
données issues des expérimentations in vitro et in vivo. La bioinformatique permet de disposer de
modéles descriptifs du vivant a différentes échelles, de 1’organisme entier a la cellule. Pour la
toxicité d’une substance chimique, I’approche numérique peut rendre compte des mécanismes
biologiques complexes impliqués et des effets (observés dans le cadre d’une relation dose
absorbée / réponse de I’organisme). L’efficacité des modeles biomathématiques comme
méthodes de substitution repose sur la richesse, la qualité et la pertinence des données sur
lesquelles ils se fondent ; mais certaines méthodes couplées (QSAR/PBPK par exemple)

pourraient fournir une prédiction de qualité équivalente a I’expérimentation in vivo

(Aurelie, 2011).
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L’Union Européenne finance la recherche pour le développement des méthodes in silico parce

qu’elles présentent des avantages potentiellement immenses [3].
2.4.1. Les avantages des méthodes in silico :
2.4.1.1. Réduire les tests sur les animaux:

Pour tester les substances chimiques, les méthodes in silico utilisent les résultats des tests
in vivo et in vitro effectués en laboratoire. Elles permettent donc aux scientifiques de limiter la
répétition de tests en laboratoire sur les animaux, en les remplacant par la modélisation sur
ordinateur. Cela diminue la souffrance des animaux ainsi que la quantité de déchets chimiques

occasionnes par des tests supplémentaires en laboratoire [3].
2.4.1.2. Réduire les colts et les délais:

Pour les fabricants industriels, les importateurs et les utilisateurs de substances
chimiques, les tests in silico permettent d’éviter les codts et les délais liés aux expérimentations

animales.
2.4.1.3. Permettre de tester un grand nombre de substances chimiques:

Pour les régulateurs et les citoyens, les méthodes in silico permettent de réduire les codts
et d’accroitre la faisabilité des tests portant sur la grande quantité de substances chimiques

actuellement utilisées.

Les méthodes in silico deviennent de ce fait importantes, et dés maintenant avec
REACH, lorsqu’il s’agit d’évaluer des inventaires entiers de substances chimiques plutot que

quelques substances prioritaires [3].
2.4.1.4. Augmenter la qualité des informations:

Les modé¢les par ordinateur ont la capacité d’intégrer simultanément les recherches in
vivo et in vitro et, a partir d’études de laboratoires, de produire une compréhension plus
sophistiquée et plus fiable sur la fagon dont les substances chimiques pourraient affecter dans le
futur les humains et 1’environnement. Ceci pourrait améliorer I’intelligence scientifique en
matiere de planification des substances chimiques, et permettre de réduire le nombre d’effets
toxiques non anticipés [3].

Les méthodes in silico évaluent la probabilité d’une maniére utile pour les régulateurs

évaluant le risque et I’incertitude. Les méthodes in silico peuvent adresser certains risques ou
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effets redoutés (endpoints), en particulier ceux pour lesquels les tests sur les animaux ne sont pas
entierement acceptés.

Les tests in silico se basent sur des modeles de calcul pour évaluer la sécurité des
nanomatériaux. Ce type de tests permet de rationaliser et de prioriser les tests de toxicité a
réaliser, coliteux en temps et financierement, et d’en réduire le nombre. Sur base d’un modéle
Quantitative Structure Activity Relationship (QSAR), ont prédit la génotoxicité de 17 types
différents de nanoparticules d’oxydes métalliques pour Escherichia coli. Néanmoins, 1’utilisation
d’une telle méthode in silico n’en n’est encore qu’a ses débuts. En outre, les effets in vivo
(potentiels) des nanoparticules sont trop complexes pour pouvoir étre déterminés a 1’aide de
modeles informatiques, qui dépendent des prévisions basées sur des groupes de substances ayant

un mécanisme susceptible d’étre similaire (Puzyn et al., 2011).
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1. Généralité :

Les chercheurs sont désormais contraints de travailler a différents niveaux d’investigation
du vivant : les méthodes alternatives in vitro font appel aux tests de laboratoire sur des
composants d’origine biologique (cellules, protéines...) et les méthodes in silico se réferent a
I’utilisation de modéles mathématiques, réalisés a I’aide d’outils informatiques, pour évaluer
Iimpact d’une substance sur l'organisme. Ces methodes doivent servir a recueillir des
informations suffisamment pertinentes pour réduire le recours a 1’animal. On parle des modé¢les

QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships) [5].

L’utilisation des modeles QSAR est un exemple important de méthodes in silico. Les
modeles QSAR (Relation Quantitative Structure-Activité) font le corollaire entre, d’une part, les
propriétés et la structure moléculaire d’une substance chimique et, d’autre part, ses effets
biologiques sur la santé humaine et/ou sur les espéces dominantes d’un écosysteme. La

corrélation peut ensuite servir de prédiction et d’évaluation des effets de nouvelles substances

[3].
2. Définition :

Une Relation Quantitative Structure a Activité (en anglais : Quantitative Structure-
Activity  Relationshipou  QSAR) est le procédé par lequel une structure
chimique est corrélée avec un effet bien déterminé comme I'activité biologique ou la réactivité

chimique.

Ainsi, l'activité biologique peut étre exprimée de maniére quantitative, comme pour la
concentration de substance nécessaire pour obtenir une certaine réponse biologique. De plus
lorsque les propriétés ou structures physicochimiques sont exprimées par des chiffres, on peut
proposer une relation mathématique, ou Relation Quantitative Structure a Activité, entre les
deux. L'expression mathématique obtenue peut alors étre utilisée comme moyen prédictif de la
réponse biologique pour des structures similaires (Freyhult, 2003).

La QSAR la plus commune est de la forme : activité = f (propriétés physico-chimiques et/ou

structurales) (phuong, 2007).

Pour faciliter I'application pratiqgue des approches (Q)SAR dans des contextes
réglementaires par les autorités et I'industrie et pour améliorer leur acceptation réglementaire, le
projet (Q)SAR de I'OCDE a développé divers produits tels que les principes pour la validation
de modéles (Q)SAR, des documents d'orientation ainsi que la Boite a outils QSAR [6].
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3. QSAR ToolBox :

Logiciel pour le regroupement des produits chimiques dans les catégories et combler les
lacunes dans les données (éco) toxicologiques nécessaires pour évaluer les risques des produits

chimiques [7].

Cette boite a outils vise a faciliter la prédiction de la toxicité des molécules. Elle enrichit
les méthodes alternatives aux expérimentations animales pour constituer les dossiers

d’enregistrement de substances chimiques, dans le cadre de réglementations comme REACH.

« Depuis la premiére version en 2008, [’ambition de QSAR Toolbox est de prédire le mode
d’action d’une molécule sur [’organisme avec une base scientifique suffisante. Elle s appuie a la
fois sur des modeles statistiques, qui extrapolent [’effet des molécules d’apres leur structure, et

sur des données d’essais toxicologiques » [8].

3.1. L’interface de la boite a outils (QSAR Toolbox) :

L'interface de la boite a outils représente les six principaux stades du flux de travail
(Chemical Input, Profiling, Endpoint, Catégory Definition, Data Gap Filling et Reporting)
sur une barre d'outils (1), qui est situé sur la partie la plus haute de la fenétre du programme
(figure 5). En dessous de la barre d'étapes il ya une autre barre d'outils-la barre d'actions (2). Il
fournit des mesures les plus importantes, qui sont liées a I'étape actuelle. Sur la partie gauche de
la fenétre principale est le panneau des options de scéne(3). Il propose des contenus spécifiques
pour la scene et des actions liées a ce contenu actuel. La plus grande partie de la forme principale
est occupeée par la matrice de données (4). Il est disponible dans toutes les étapes, a I'exception
du rapport et montre les données interrogeées, a la fois expérimentale et prédit pour les produits

chimiques chargés dans le systeme [9].
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Figure 5: L'interface de QSAR [9].

3.2. Flux de travail:

La boite a outils fournit un flux de travail (workflow) permettant a [’utilisateur de
naviguer a partir de I’entré des produits chimiques via la collecte des données expérimentales. Il
existe six modules (figure 6) de flux de travail (workflow), clairement visibles sur l'interface du

programme:[9].

— o e ®

QSAR TOOLBOX About Update

» Endpoint » Category Definition  » Data Gap Filling

Document Chemi

by LMC, Bulgaria

Reporting

Figure 6: Les six modules de QSAR toolbox [10].
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3.2.1. Entrée des produits chimiques cibles (Chemical Input):

Définissez votre produit chimique cible par son nom chimique, numéro de CAS (Chemical

Abstracts Service) ou SMILES (Systeme Simplifié Moléculaire Entrée de I'Information en

Ligne) [11].

QSAR TOOLBOX
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Figure 7: Module Chemical Input avec I'identité de la substance cible [9].

Un code de couleur (2) indique la fiabilité de I'identificateur de produit chimique:

e Vert : Il existe une grande fiabilité entre I'identifiant et la structure. Cette couleur est
attribuée si l'identifiant est identique dans plusieurs bases de données de qualité

assurée.

: 1l ya seulement une fiabilité modérée entre I'identifiant et la structure. La
couleur est attribuée si I'identifiant est identique dans plusieurs bases de données pour
lequel le contréle de la qualité n'a pas pu étre établi.

e Rouge : Il ya un manque de fiabilité entre I'identifiant et la structure. La couleur est
attribuée si l'identificateur est alloué a des structures différentes dans différentes bases

de données.

e Bleu : Il ya un conflit entre les relations [12].
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3.2.2. Profilage (Profiling) :

Reécupérer des informations sur la base de I'identité de la substance ou de sa structure,
sélectionnez profileurs en cochant les cases correspondantes. Le programme établit un «profil»

de la substance chimique sur la base de sa structure [11].

o1
QSAR TOOLBOX 0100
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Filter endpaint tree. ..

Structure
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BElHuman Health Hazards
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™

Figure 8: Les différentes méthodes de profilage [9].
3.2.3. Critéres d’évaluation (Endpoint) :

Récupérer les résultats expérimentaux des bases de données de résidents

Sélectionnez les bases de données en cochant les bases de données correspondantes [11].

‘—h o1 1
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Figure 9: Les données du devenir dans I'environnement, de I'écotoxicité et de la toxicité [9].
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3.2.4. Définition de la catégorie (Category definition) :

Identifier les produits chimiques qui pourraient constituer une catégorie avec le produit

chimique “cible" selon différentes mesures de la "similarité” [11].

_— G
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Figure 10: Les méthodes de regroupement des produits chimiques [9].

3.2.5. Combler les lacunes des données (Data Gaps Filling) :

Le module de remplissage des lacunes des donneées « Filling data gaps » a pour objectif

de donner I’accés a trois différents outils des données de remplissage des lacunes (figure 11) :

Read-across ;
L'analyse des tendances ;
Modeéles QSAR.

Les références croisées (Read-across) et I'analyse des tendances utilisent les données

expérimentales disponibles dans la matrice pour combler une lacune de données. Les modéles

(Q) SAR donne acces a une bibliotheque de modeles externes (Q) SAR qui ont été intégrés dans

la boite a outils.
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Figure 11: Les trois différents outils des données de remplissage des lacunes [9].

Selon la situation, le mécanisme de I'écart de données la plus pertinente doit étre choisie
en tenant compte des considérations suivantes:

e Read-across, qui extrapole pour un produit chimique non testé a partir de produits
chimiques testés au sein d'une catégorie ;

e Analyse des tendances, estimant un produit chimique non testé a partir d'une "tendance"
(augmentation, diminution ou constant) en vigueur au sein d'une catégorie ;

e (Q) SAR modeles permettant d'estimer les valeurs manquantes a partir d'un modele
statistique pour une catégorie [9].

3.2.6. Le rapport (Reporting) :

En utilisant le module« Rapport », l'utilisateur peut générer des rapports (figure 12) sur
I'une des prédictions réalisées avec la boite a outils. Cette derniere contient des modéles de
rapports prédéfinis ainsi qu'un éditeur de modéle avec lequel les utilisateurs peuvent développer

et définir leurs propres modeles [9].
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Figure 12: Le rapport [11].

3.3. Les descripteurs moléculaires :

Le principe des méthodes QSAR (Quantitative Structure Activity Relationship) consiste
a mettre en place une relation mathématique a 1’aide de méthodes d’analyse de données, reliant
des propriétés moléculaires microscopiques appelées descripteurs, a un effet expérimental
(activité biologique, toxicité, affinité pour un récepteur), pour une série des composés chimiques
similaires. Le point de départ de telles méthodes se construit sur la définition des descripteurs
moléculaires empiriques ou théoriques. Ces derniéres prennent en compte des informations sur la
structure et les caractéristiques physico-chimiques des molécules [13].

Ces descripteurs peuvent étre :

3.3.1. Les descripteurs 1D : sont accessibles a partir de la formule brute de la molécule, et
décrivent des propriétés globales du composé. Il s'agit par exemple de sa composition, c'est-a-
dire les atomes qui le constituent, ou de sa masse molaire. On peut remarquer que ces

descripteurs ne permettent pas de distinguer les isomeres de constitution.

3.3.2. Les descripteurs 2D : sont calculés a partir de la formule développée de la molécule. lls

peuvent étre de plusieurs types :

3.3.2.1. Les indices constitutionnels : caractérisent les différents composants de la molécule.

Il s'agit par exemple du nombre de liaisons simples ou multiples, du nombre de cycles...


http://oasis-lmc.org/media/61170/Reporting_Sum_R_1.png
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3.3.2.2. Les indices topologiques : peuvent étre obtenus & partir de la structure 2D de la
molécule, et donnent des informations sur sa taille, sa forme globale et ses ramifications.

Ces descripteurs 2D reflétent bien les propriétés physiques dans la plupart des cas, mais sont
insuffisants pour expliquer de facon satisfaisante certaines propriétés ou activités, telles que les
activités biologiques. Des descripteurs, accessibles a partir de la structure 3D des molécules, ont
pu étre calculés grace au développement des techniques instrumentales et de nouvelles méthodes

theoriques.

3.3.3. Les descripteurs 3D : d'une molécule sont évalués a partir des positions relatives de ses
atomes dans I'espace, et décrivent des caractéristiques plus complexes; leurs calculs nécessitent
donc de connaitre, le plus souvent par modélisation moléculaire empirique, la géométrie 3D de la
molécule. Ces descripteurs s'averent donc relativement colteux en temps de calcul, mais
apportent davantage d'informations, et sont nécessaires a la modélisation de propriétés ou
d'activités qui dépendent de la structure 3D. On distingue plusieurs familles importantes de

descripteurs 3D :

3.3.3.1. Les descripteurs géométriques: les plus importants sont le volume moléculaire, la

surface accessible au solvant, le moment principal d'inertie.

3.3.3.2. Les descripteurs électroniques: permettent de quantifier différents types d'interactions
inter- et intramoléculaires, de grande influence sur I'activité biologique de molécules. Le calcul
de la plupart de ces descripteurs nécessite la recherche de la géométrie pour laquelle 1’énergie
stérique est minimale, et fait souvent appel a la chimie quantique. Par exemple, les énergies de la
plus haute orbitale moléculaire occupée et de la plus basse vacante sont des descripteurs
fréguemment sélectionnés. Le moment dipolaire, le potentiel d'ionisation, et différentes énergies

relatives a la molécule sont d'autres parametres importants.

3.3.3.3. Descripteurs spectroscopiques : les molécules peuvent étre caractérisées par des
mesures spectroscopiques, par exemples par leurs fonctions d'onde vibrationnelles. En effet, les
vibrations d'une molécule dépendent de la masse des atomes et des forces d'interaction entre
ceux-ci ; ces vibrations fournissent donc des informations sur la structure de la molécule et sur sa
conformation. Les spectres infrarouges peuvent étre obtenus soit de maniére expérimentale, soit
par calcul théorique, aprés recherche de la géométrie optimale de la molécule. Ces spectres sont
alors codés en vecteurs de descripteurs de taille fixe (Goulon, 2008).
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3.3.4. Descripteurs 4D : ils correspondent & la mesure des propriétés 3D (potentiel

¢lectrostatique, d’hydrophobicité et de liaison hydrogéne) d’une molécule en tout point de

I’espace (Muller, 2013).
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1. Matériel :
1.1. Choix de substance a tester :

Pour notre étude nous avons choisi un seul ingrédient qui rentre dans les médicaments,
des cosmétiques, des additifs alimentaires. La substance été sélectionnée sur deux criteres : leur
présence persistante dans notre environnement proche (alimentation, cosmétiques...) et les
risques mutagénes et/ou cancérigénes soupgonnés, principalement d’apres des études réalisees
(in vivo et/ ou in vitro).

Cette application nous permettra de prédire le potentiel de génotoxicité, mutagénicité et

cancérogénicité, pour un composé non testé, qui sera la “cible™ chimique.

1.2. Définition :

La silice ou dioxyde de silicium est le composé chimique de formule SiO,. C’est un
minéral trés abondant dans 1’écorce terrestre (55% en masse). La majorité de la silice naturelle
est cristalline. On la trouve sous formes variées comme par exemple le quartz (dans le sable, le
gres, le granit, les roches magmatiques...), la trydimite ou la cristobalite, mais elle peut aussi étre
synthétique. La silice est constituée d’un réseau tridimensionnel d’atomes de silicium dans un
environnement tétraédrique liés entre eux par des ponts de type siloxane (Si-O-Si) avec en
surface des groupements hydroxyle appelés silanols SiOH. Selon ses méthodes de synthese, elle
peut se présenter sous des formes tres variées (comme les fibres, les sols, les gels, les particules)
qui permettent ’accés a un grand nombre d’applications. On la retrouve en tant que matériaux de
structure pour améliorer les propriétés mécaniques, en tant que support de catalyseurs, comme
agent de séparation en chromatographie ou encore comme matériau fonctionnalisé lorsque les
silanols de surface réagissent avec une molécule donnée, en particulier pour des applications
biologiques (Sandra, 2007).

o

Figure 13 : Agglomérat de nanoparticules de dioxyde de silicium [14].
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1.3. Les propriétes de dioxyde de silicium :
1.3.1. Propriétés structurales de dioxyde de silicium :

La silice peut se trouver sous trois formes allotropiques (méme composition chimique,
mais arrangements atomiques différents) : cristalline (ordre cristallographique a longue distance),
vitreuse (ordre a courte distance) et amorphe (absence d’ordre) (Blland, 1986).La structure
obtenue par oxydation thermique est la silice vitreuse. Elle est amorphe dans le cas d’un mauvais
controle de la croissance de 1’oxyde. L’unité structurelle de base de la silice est un atome de
silicium entouré de quatre atomes d’oxygéne constituant les sommets d’un tétracdre (Attallah,

2010).

Figure 14 : Structure chimique de silicium (Attallah, 2010).

1.3.2. Propriétés physico-chimiques de dioxyde de silicium:

Tableau 3 : Descriptif de nanoparticule de dioxyde de silicium (Delachat, 2010).

Nom chimique Dioxyde de silicium
Formule chimique SiO,
N° CAS [7631-86-9]
Apparence poudre de couleur blanche
Masse molaire 60,0843 + 0,0009 g/mol
T° fusion 1650 °C (75 °C)
Masse volumique 2,2 solides
Solubilité 0,12 g:I"* (eau)
Te ébullition 0,12 g:I™* (eau)



http://fr.wikipedia.org/wiki/SiO2
http://tools.wmflabs.org/magnustools/cas.php?cas=7631-86-9&language=fr&title=Silice
http://fr.wikipedia.org/wiki/Masse_molaire
http://fr.wikipedia.org/wiki/Gramme
http://fr.wikipedia.org/wiki/Mole_%28unit%C3%A9%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Point_de_fusion
http://fr.wikipedia.org/wiki/Masse_volumique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Solubilit%C3%A9
http://fr.wikipedia.org/wiki/Point_d%27%C3%A9bullition
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1.4. Domaines d’applications :

Le silicium et ses dérivés possedent des propriétés intéressantes (transparence, solidité,
conductivité, piézoélectricité) et ses applications artisanales et industrielles sont nombreuses.
Matériaux de construction (a partir su sable), verre (contient plus de 60% de silice), silicone,
pneus, semelles, céramiques, étains, abrasifs, composant électroniques (semi-conducteurs),
cellules photovoltaiques, la silice amorphe (E551) et divers silicates (E552 a E559) sont des
additifs alimentaires anti-agglomérants qui facilitent 1’écoulement des matiéres pulvérulentes
[15].

Figure 15 : Les différents produits de consommation (Camille, 2011).

2. Méthodes:
2.1. Test de Cramer (Arbre de décision) :

La notion d’arbre de décision recouvre en fait une démarche proposée initialement par
Oser et Hall puis complétée par Cramer, Elle consiste a classer un composé de toxicité non
connue en répondant a une série de questions, 33 au total, qui portent sur sa structure chimique.
La progression au sein de cet arbre de décision se faisant en fonction de la nature de la réponse
(oui ou non) jusqu’a un niveau (une branche) qui permet, sous I'nypothése d'une relation entre la

structure et la toxicité orale, de classer les composés en trois classes (Oser B et al., 1977).



Matériel et Méthodes

e Laclassel:

Regroupe les substances dont la structure suggere un faible niveau de toxicité orale. Si de
plus I’exposition est faible, le niveau de priorité pour des investigations toxicologiques est faible.
Si I’exposition est forte le niveau de priorité sera proportionnel a celle ci.

e Laclassell:
Est une classe intermédiaire.
e Laclasselll:

Regroupe les substances pour lesquelles la structure suggere une faible presomption de

non-toxicité voire une toxicité possible. Le niveau de priorité pour des investigations

toxicologiques est donc fort, d’autant plus que I’exposition est préjugée importante (Oser B et
al., 1977).
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Figure 16 : Evaluation de la toxicité de la cible chimique par la méthode de Cramer.
2.2. Les tests de Génotoxiciteé :

La génotoxicité c’est une altération du patrimoine génétique cellulaire non transmissible a

la descendance et qui se traduit par un dysfonctionnement cellulaire pouvant conduire a des
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cancers des organes touchés. L’action des toxiques s’exerce sur les chromosomes et sur le
patrimoine génétique (ADN).

Les tests de génotoxicité sont utilisés comme défrichage prédictif pour détecter un éventuel
potentiel cancérogene (notion de tests de cancérogenes a court terme).

La plupart des cancérogenes identifiés chez I’homme ont des propriétés mutagénes sur un ou
plusieurs tests expérimentaux. On ne considére que la sensibilité de prédiction des cancérogénes
est de 45 % pour le test d’Ames, de 55 % pour les aberrations chromosomiques et de 70 % pour

les mutations géniques sur des cellules de mammiféeres (Alain, 2009).

2.2.1. Test d’Ames :

Le test d’Ames est un test de mutation génique. Il consiste a examiner si une substance
chimique est capable d'induire des mutations chez une bactérie: Salmonella typhimurium 'His™
(Maron et Ames, 1983). Les souches de S. typhimurium, utilisées sont porteuses d'une mutation
sur I’un des génes gouvernant pour la synthése de I’aminoacide histidine. Cette mutation 'His™
rend les souches incapables de se développer sur milieu de culture dépourvu d'histidine. Avec
une fréquence propre a chaque souche, ces mutations 'His™ peuvent réverter spontanément vers
'His™. Les bactéries porteuses de cette mutation réverse, peuvent alors pousser sur milieu
dépourvu de cet acide aminé. La fréquence de ces mutations réverses peut étre considérablement
augmentée en exposant les bactéries a un agent mutagéne. Le test d’/Ames permet de quantifier

I’induction de ces mutations réverses 'His™ (Fabrice, 1993).

possible
mutagen a high number of
revertants (his- to his+)
l suggests the mutagen
rat liver causes mutations
extract plate incubate

l e . —— - DT

media with
\ minimal histidine
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Salmonella strain >
(requires histidine)

control plate
(natural revertants)

Figure 17 : Test d’Ames (Océane, 2012).
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2.2.2. Test des micronoyaux :

Les micronoyaux sont des entités visibles dans le cytoplasme, distinctes du noyau des
cellules et formées a partir de fragments chromosomiques ou de chromosomes entiers suite a
I’action d’agents mutageénes. Cette technique repose sur I’'utilisation de cytochalasine B, un
inhibiteur de la polymérisation des filaments d’actine nécessaire a la formation de I’anneau de
microfilaments qui permet la cytodiérese. La cellule se retrouve ainsi dans un état binucléé. Les
chromosomes léses par le stress sont incapables de migrer vers les péles durant la mitose. En
télophase, une membrane nucléaire se forme autour prenant 1’aspect d’un petit noyau, c’est ce
qu’on appelle un micronoyau. Il s’agit alors de comptabiliser le nombre de micronoyaux par
cellules binucléées sur un total de 1000 cellules. Ce test présente I’avantage de mettre en
évidence a la fois les lésions aneugenes (anomalies du nombre des chromosomes) et les lIésions
clastogénes et constitue un biomarqueur d’effet précoce qui semble aussi prédictif du risque de
cancer (Adeline, 2009).

Mutagen
aneugen or clastogen

‘@

_ mitosis
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staining metaphase ({*} staining
+ cytochalasin B i i + cytochalasin B
@ @ FISH: probing with
patcentromeric
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@
Chrotosome breakage Chrotnosome loss
W centromere - W centromere +

Figure 18 : Formation de micronoyaux (Vincent, 1993).
2.2.3. Test des aberrations chromosomiques :

Le test des aberrations chromosomiques consiste a examiner au microscope optique et
déceler des anomalies telles que des cassures de chromosomes avec ou sans délétion, des

modifications de structures et d’appariements, des erreurs survenues en cours de mitose
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(échanges entre chromatides sceurs...). Cet examen se fait au cours de la métaphase de la mitose.
La fréquence des aberrations est évaluée sur 200 mitoses par lames de microscope.
L’augmentation de la fréquence des aberrations chromosomiques est prédictive de la survenue de

cancers (Bonassi, 1995 ; Hagmar, 1998).
2.3. La mutagénicité et cancérogénicité :

La mutagenése, mutations héréditaires sur les cellules germinales (reproductives)
théoriquement transmissibles a la descendance.
Il existe des preuves tres importantes d'une corrélation positive entre la mutagenicité des
substances in vivo et leur caractére cancérogene dans les études a long terme chez l'animal. Le
but des tests de mutageénicité est d'estimer le potentiel des substances a induire des effets pouvant

provoquer des dommages héréditaires chez I'hnomme ou conduire au cancer (Alain, 2009).



Résultats et Matériel

1. Résultats :

Dans ce travail, I’ensemble des résultats obtenus a 1’issue des différents tests menés est
exposé. Les résultats basés sur I’utilisation de modéle QSAR comme méthode alternative a

I’expérimentation animale afin de prédire 1’effet toxique des NPs, cas de SiO,.

L’objectif fixé pour ce chapitre étant de présenter 1’ensemble des résultats obtenus, il
semble capital pour le lecteur de disposer de I’ensemble des informations nécessaires a une
comprehension rapide et claire. Pour cela, la présentation des résultats est réalisée au travers de

différents documents.

¢ Nous verrons ensuite que les modéles QSAR sont un outil de prédiction de la génotoxicité

des substances chimiques, elles sont capables d'estimer les risques liés a certains composés
(formation des micronoyaux, aberration chromosomique).

Les résultats de notre étude sont exprimés par le coefficient de partage octanol/eau,

noté logP (log Kow), qui mesure la solubilité différentielle d'un soluté dans ces deux solvants

non miscibles :

——
A logP = log [Coctanol 7/ Chizo]

C octanol et Cyyo sont les concentrations du soluté dans I'octanol et I'eau. Il est déterminé pour
évaluer les effets imputables a la lipophilie.
Le caractere lipophile d'une molécule traduit souvent des propriétés biologiques comme le
métabolisme, la distribution dans les tissus, la liaison avec le site récepteur... . Une variation de
la lipophilie entraine ainsi une modification de la concentration de la molécule sur le site
récepteur. La lipophilie est par conséquent une variable importante dans les équations de
corrélations utilisées pour prédire I'activité biologique (QSAR) [16]. Le log Kow est ainsi utilisé
dans de nombreux modeles en tant que descripteur, pour la prédiction d'effets toxiques ou
biologiques ou d'interactions ligand-récepteur. Cette propriété physico-chimique peut étre
mesurée, mais ces mesures sont généralement longues et colteuses.
Si le Log Kow est positif et tres élevé, cela exprime le fait que la molécule considérée est bien
plus soluble dans I'octanol que dans I'eau, ce qui refléte son caractére lipophile, qui entraine le
risque de bioaccumulation (Goulon, 2008).

Dans un premier temps, nous avons exposé comment la technique de classification peut

étre appliquée pour classer des molécules toxiques suivant leur structure chimique. Nous avons
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par ailleurs montré que le test de classification des dangers toxiques par Cramer était capable de
distinguer les molécules de haute toxicité (classe I11), des molécules de faible toxicité (classe I).
Selon la Figure 19, les NPs de SiO, ont un niveau élevé de toxicité (classe I11).

Ce résultat met en évidence la capacité de ce test a classé la toxicité des molécules en trois

classes, indiquant le degré de danger de chaque classe.
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Figure 19 : Classification de la toxicité de SiO, par la méthode de Cramer.

Nous avons ensuite appliqué les tests de génotoxicité sur notre modéle chimique.

La figure 20 illustre la réponse positive concernant les tests de micronoyau et d’aberration

chromosomique.
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Figure 20 : Descripteur (log P) de prédiction sur la base de test
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(Aberration chromosomique).
® | erouge représente la prédiction de produit chimique cible ;

® | e marron représente le résultat expérimentale pour I’analogue qu’est utilisé dans les

références croisées ;

® Le bleu représente le résultat expérimental pour ’analogue qui n’est pas utilisé dans les
références croisées.
La toxicité de ce produit chimique cible est prédite a partir de membres de la catégorie en
utilisant la base d’une seule valeur (1 positif) a partir d’un seul voisin le plus proche par rapport
aux descripteurs de prédiction des références croisees.

La figure 21, montre la réponse négative au niveau de ’application du test d’Ames

Read across prediction of Gene mutation,
taking the highest mode from the nearest 5 neighbours, based on 23 values from 6 neighbour chemicals,
Dbserved target value: N/A, Predicted target value: 'Negative' (78.3%)
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Figure 21 : Descripteur (log P) de prédiction sur la base de test (mutation génique).

La toxicité de ce produit chimique cible est prédite a partir de membres de la catégorie en
utilisant la base de 23 valeurs (dont 5 positives et 18 négatives) a partir de 6 analogues les plus
proches par rapport aux descripteurs de prédiction des références croisees.

2. Discussion :

Dans cette partie, nous discuterons les résultats obtenus lors de notre étude in silico avec
d’autres travaux (in vivo et /ou in vitro).
D'apres la revue d’Oesch et al., 2012, apres le test des aberrations chromosomiques, le test des
micronoyaux est le deuxieme test le plus utilisé pour étudier la génotoxicité des nanomatériaux ;
et pour 'ASNM [17], le test in vitro des micronoyaux apparait bien adapté aux NM pour mettre

en évidence les mutations chromosomiques.
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Il permet a la fois de détecter les anomalies de nombre (effets aneugenes) et de structure (effets
clastogenes) (Oesch, et al., 2012). L'ASNM propose en outre de privilégier pour ce test
I'utilisation de cellules humaines en culture primaire comme par exemple les lymphocytes
humains.

Oesch et al., 2012, ont ainsi obtiennes des résultats positifs avec le test des micronoyaux in vitro
pour le SiO..

In vivo, aucun des différents types de NM testés (silice, TiO,, NTC) n'entraine de formation des
micronoyaux dans la moelle osseuse apres instillation intratrachéale et gavage alors que des
nanosilices de 18 nm ont induit la formation de micronoyaux dans les cellules intestinales, mais
uniquement pour la faible dose testée (5 mg/kg) [18].

Selon Oesch et al., 2012, trois études présentaient des résultats négatifs concernant les tests
d’aberration chromosomique et portaient sur des NPs de SiO,, et de TiO, (Oesch, et al.,
2012).Des études plus récentes, in vivo (Gad, et al., 2012) et in vitro (Nymark, et al.,2013),
rapportent également des résultats négatifs.

Alors que pour le test d’Ames, on observe une différence dans nos résultats négatifs avec les
études de Wang JJ et al., 2007, qui obtient des résultats positifs sur cellules de mammiféres
concernant le SiO2 (Wang, et al., 2007a).

Wang et al., 2007b, quant a eux, rapportent des résultats de génotoxicité différents pour des
nanoparticules de SiO2 : résultats positifs pour le test des micronoyaux et le test de mutation sur
cellules de mammifére, mais négatifs pour les autres tests génotoxiques.

Selon Brondeau et al., 1997, Les tests conventionnels in vitro sont négatifs ; toutefois, a forte
dose, sur le méme type de cellules, ils observent la formation des micronoyaux mais pas
d'aberrations chromosomiques. Tandis que in vivo, ou l'action génotoxique de la silice cristalline
n'a que peu été explorée ; aucun effet n'a été observé dans un test des micronoyaux.

D'apres Driscoll, 1995, les fortes doses de quartz (30 mg/ml) incubées avec de I'ADN isolé
induisent des cassures de brins. Des cellules inflammatoires (cellules du liquide de lavage
bronchoalvéolaire ou monocytes), provenant de rats traités par de 1'a-quartz, peuvent, in vitro, se
révéler mutagénes ou induire des échanges entre chromatides soeurs; ces effets pourraient étre
attribués a la formation de radicaux oxygeéneés réactifs, soit directement au niveau des particules,
soit par les monocytes activés .Le quartz induit une augmentation de la fréquence des

micronoyaux dans les cellules d'embryon de hamster syrien (Driscoll, 1995).

Les études in vitro ont mis en évidence le lien entre la cytotoxicité du quartz et sa capacité
d'endommager les membranes ; la liaison se ferait entre des groupements hydrogenes

membranaires et des groupements silanols ionisés présents a la surface de la silice. Ces
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groupements silanols seraient eégalement a I'origine de la formation de radicaux libres oxygénés a

la surface des particules et dans les cellules (MAO et al., 1995).

Selon Thierry, 2007, les études réalisées in vitro relative a la cyto- et génotoxicité des NPs

d’oxyde métallique sont le plus souvent partiels et parfois contradictoires.

En comparant les résultats obtenus par la prédiction du potentiel de génotoxicité des NPs
en utilisant le modeéle QSAR avec d’autres travaux, on remarque que les méthodes in silico sont
conformes avec les études réalisées in vivo et /ou in vitro, elles sont donc fidéles a 1’évaluation

de la toxicité des produits chimiques.

Ces résultats permettent donc uniquement de mettre en garde sur un effet néfaste de ces

nanoparticules pour la santé humaine, qui doit étre confirmé par des études in vitro et in vivo.

La méthodologie développée (modélisation par ordinateur) a permis de détecter des effets
génotoxiques in silico pour la plupart des nanomatériaux, avec cependant une variabilité
importante des résultats (test d’Ames, des micronoyaux et des aberrations chromosomiques)
pour notre cible (SiOy).

A ce stade des connaissances actuelles, il n’est pas possible de conclure de maniére
géneérale sur le potentiel génotoxique des NPs utilisées dans les produits de consommation
(médicaments, cosmétiques, etc....) et il convient de disposer d’études approprié€es au cas par cas
en fonction des caractéristiques physico-chimiques spécifiques de chaque NP.

Selon les conclusions du projet Nanogenotox et des recommandations de I'Organisation
de Coopération et de Développement Economiques (OCDE), les méthodes existantes peuvent
étre utilisées mais doivent étre adaptées pour tenir compte des spécificités liées aux NM. Il sera
également nécessaire de disposer de données relatives a des expositions au long terme a des

doses « réalistes »,  notamment in vivo mais également in vitro.



Conclusion

Dans ce PFE, nous avons présent¢ les opportunités offertes par [’intégration
d’informations obtenues in vitro dans un modele QSAR afin de prédire la toxicocinétique in
silico des nanoparticules. L’espoir pour ces méthodes est d’obtenir des niveaux de prédiction des
dangers identiques a ceux des tests in vivo sur animaux, voire d’obtenir des niveaux de
prédiction meilleurs en utilisant des tests ou modeles développés spécifiquement pour I’homme
et ainsi éviter les extrapolations interespeces.

L’avantage d’une telle méthodologie serait de réduire les expérimentations animales et les colts
financiers liés a de telles études tout en gardant un méme niveau de confiance dans les
évaluations de danger ou de risque.

Cependant, il reste a évaluer la méthode sur un large panel de molécules, notamment pour les
substances émergentes (nanoparticules) ou pour celles pour lesquelles peu d’informations sont
disponibles.

Quant a la modélisation QSAR, celle-ci souffre généralement du manque de données
disponibles. Il est donc necessaire de créer des bases de données conséquentes intégrant de
nombreuses familles chimiques afin de permettre le développement de modeles QSAR ayant des
domaines de validité élargis.

L’approche intégrative «Le modéle structure de la molécule et activité biologique (QSAR) » est
extrémement prometteuse pour répondre aux exigences de la directive REACH. Cette approche
devrait aussi devenir un outil privilégié en évaluation du risque des nanoparticules, pour lesquels
I’industrie ne peut désormais plus fonder ses évaluations sur des tests sur les animaux. Les
modéles QSAR sont particuliérement adaptés a ces domaines, ou il s’agit d’extrapoler a long

terme les effets de doses répétées a partir d’informations obtenues sur des temps courts.
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Résumé

Reésumeé

Il est prévu que le nombre et la variété des nanoparticules vont augmenter rapidement au
cours des prochaines années, et il y a un besoin pour de nouvelles méthodes pour tester
rapidement la toxicité potentielle de ces matériaux. Parce que I'évaluation expérimentale de la
sécurité des produits chimiques est colteux et prend du temps, les méthodes de calcul ont été
trouvés a étre des alternatives efficaces pour prévoir I'impact de la toxicité et de I'environnement
potentiel des nouveaux nanomatériaux avant la production de masse. Ici, nous montrons que le
procedé Relations Quantitatives Structure-Activité (QSAR) couramment utilisé pour prévoir les
propriétés physico-chimiques des composés chimiques peut étre appliqué pour prédire la toxicité
de divers produits chimiques. Le modele prédit de facon fiable la toxicité de tous les composés
considérés, et la méthode est censée fournir des orientations pour la conception future des

nanomatériaux en toute sécurité.

Mots clés: nanoparticules (silice), méthodes alternatives (QSAR), Méthode in silico,
toxicologie prédictive, tests de génotoxicité.

Abstract:

It is expected that the number and variety of nanoparticles will increase rapidly over the
next few years, and there is a need for new methods to quickly test the potential toxicity of these
materials. Because the experimental evaluation of the safety of chemicals is expensive and takes
time, calculation methods have been found to be effective alternatives to predict the impact of
potential toxicity and environment before the new nanomaterials mass production. Here we show
that the method Quantitative Structure-Activity Relationship (QSAR) commonly used to predict
the physicochemical properties of chemical compounds can be applied to predict the toxicity of
various chemicals. Reliably predicts the toxicity of all compounds considered, and the method

model is intended to provide guidance for the future design of nanomaterials safely.

Keywords: nanoparticles (silica), alternative methods (QSAR), method in silico, predictive

toxicology, genotoxicity tests.
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