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Nanoparticules et cellules rénales

Dr Béatrice L’AZOU

Etude de la réponse adaptative des cellules rénales aux nanoparticules inorganiques

Mots-clés : accumulation, biomarqueurs, cadmium, cultures de cellules, mécanismes cellulaires, rein, silice,

titane, stress oxydant, viabilité cellulaire

Plusieurs études toxicologiques concernant les effets
des nanoparticules sur le poumon apres inhalation
ont montré que celles-ci pouvaient franchir la paroi
des alvéoles pulmonaires et gagner la circulation
sanguine. Ainsi nanoparticules
peuvent atteindre différents organes cibles et avoir
des effets biologiques. Le rein constitue 'un de ces
organes cibles, du fait de ses fonctions de filtration,
de transport et de réabsorption. La question qui se
pose est de savoir si la présence de nanoparticules
au niveau du rein pourrait avoir des répercussions

véhiculées, les

sur son fonctionnement.

Le projet de recherche : NanoAdapt

Le but de ce projet est d’étudier 'effet de différentes
nanoparticules sur des cellules de rein en culture.
Deux types de cellules rénales humaines ont été
utilisés. Le premier type est représenté par une
lignée de cellules « saines » (lignée HK-2) issues du
segment de [I'épithélium proximal tubulaire
impliquées dans la réabsorption et l'accumulation
des substances apres filtration rénale. Le deuxiéme
type est une lignée de cellules « tumorales » (lignée
786-0)
segment. La comparaison entre ces deux types de
cellules peut étre intéressante, les cellules
cancéreuses étant décrites comme plus sensibles que
les cellules saines.

issue d'un adénocarcinome du méme

Les porteurs des projets ont proposé d’étudier trois
nanoparticules inorganiques : le dioxyde de titane
(TiO2, taille environ 10 nanomeétres), la silice,
également tres utilisée (SiO,, taille environ 20
nanomeétres) et le sulfure de cadmium qui offrent des

propriétés optiques et électroniques intéressantes
(CdS, nanomeétres). Ces
nanoparticules ont été dans un premier temps
caractérisées dans les milieux de culture. En effet,
leurs comportements et leurs interactions avec les
systemes biologiques dépendent de leurs propriétés
physico-chimiques  (taille, état  d’agrégation,
propriétés de surface, solubilité, ...). On constate en
particulier que les nanoparticules de silice et de
sulfure de cadmium sont partiellement solubles, et
que celles de dioxyde de titane insolubles ont une
tendance marquée a s’agglomérer.

taille  environ 8

Les deux types de cellules ont été mis en présence
d’'un milieu de
nanoparticule  (témoins) ou
concentrations allant de 1 a 20 milligrammes par
litre pour les nanoparticules de cadmium ou jusqu’a
500 milligrammes par litre pour les nanoparticules
de silice et de titane. Nous avons proposé :

culture ne contenant aucune

contenant  des

e De visualiser les nanoparticules dans les
cellules par microscopie électronique et de
quantifier la partie métallique de ces
nanoparticules a l'intérieur des cellules par
des méthodes analytiques de spectrométrie.

e D’évaluer I'impact des nanoparticules sur les
cellules par mesure de la viabilité cellulaire
ou de leur capacité a proliférer, en fonction
de la dose. Une altération de la perméabilité
membranaire peut aussi se traduire par des
« fuites » et il sera intéressant de réaliser un

dosage de  protéines, normalement
intracellulaires, relarguées dans le milieu de
culture.

Laboratoire de biologie cellulaire, FRE 3396 Pharmacochimie, Université Bordeaux Segalen



e De mettre en évidence, les mécanismes
cellulaires induits par les nanoparticules et
notamment la survenue d’un stress oxydant
souvent a lorigine d'une toxicité. La
production d’especes réactives de 1'oxygéne
(ERO), et le déclenchement des mécanismes
de défense de la cellule pour neutraliser ces
ERO permettent de mettre en évidence ce
stress oxydant.

L’objectif principal de cette étude est de mieux
comprendre les mécanismes cellulaires induits par
les nanoparticules afin d’identifier une signature ou
un indicateur témoignant de cette exposition (on
parle de biomarqueur). L'induction de protéines de
stress, la production de protéines de détoxication,
comme les métallothionéines et la libération
d’enzymes pourraient
marqueurs d’effets des nanoparticules métalliques.

tubulaires servir de

La présence de nanoparticules au
niveau du rein peut-elle avoir des
répercussions au niveau de son
fonctionnement ?

Résultats

Les trois nanoparticules étudiées présentent des
propriétés physico-chimiques différentes, en termes
de composition chimique, réactivité de surface et
solubilité. Les trois sont bien internalisées par les
cellules et facilement identifiables dans des
vésicules. Les réponses cellulaires peuvent aller
d’'une simple modification du métabolisme des
cellules a leur mort. La toxicité des nanoparticules
dépend (1) de leur composition chimique (les
nanoparticules les plus toxiques sont celles de
sulfure de cadmium); (2) de leur solubilité (le
cadmium partiellement soluble, libére I'ion cadmium
lui-méme trés toxique) ; (3) leur taille (en comparant
deux tailles de nanoparticules de composition
identique, les particules de silice de 20 nm se sont
montrées plus toxiques que celles de 100 nm).

Nous avons montré que le dioxyde de titane,
insoluble et aggloméré dans le milieu de culture,
n’entraine que peu d’effets (la forte agglomération
des nanoparticules d’oxyde de titane atténue peut
étre leur caractére « nano »). Ces résultats mettent
aussi en évidence une différence de sensibilité entre
les cellules saines et les cellules cancéreuses,
montrant l'importance de tenir compte de I'état
physiologique cellulaire dans la survenue de la
toxicité.

Le projet confirme que les effets induits par les
nanoparticules résultent, en grande partie, d'un
stress oxydant avec production d’espéces réactives
de I'oxygéne (ERO). En réponse a ce stress, la cellule
produit des enzymes anti-oxydantes qui
représentent des systemes de défense trés efficaces,
puisque ces enzymes ont pour role d’éliminer des
radicaux libres primaires. Dans notre étude, une
induction de 'expression de certaines enzymes anti-
oxydantes est notée pour les nanoparticules les
moins cytotoxiques alors que ces systémes sont
dépassés pour les nanoparticules induisant un effet
cytotoxique. Pour les nanoparticules de cadmium,
d’autres protéines ligands de détoxication (les
métallothionéines, MT) entrent en jeu. Ces protéines
ligands ont une forte affinit¢é pour les ions
métalliques (ions cadmium) et des complexes MT-
cadmium détectés sont les témoins indirects d’une
exposition au cadmium.

Des études complémentaires en spectroscopie
infrarouge ont été mises en ceuvre. L’analyse des
spectres a permis de révéler des changements dans
la composition moléculaire des cellules apres
exposition aux nanoparticules par rapport aux
cellules témoins. La sensibilité de la méthode nous a
permis de mettre en évidence des modifications
induites par les ERO avec notamment, une oxydation
des lipides membranaires des cellules et des
modifications dans la conformation de certaines
protéines dans la cellule.

In vivo, les atteintes rénales peuvent étre mises en
évidence par des dosages d’enzymes anormalement
relarguées dans la lumiére tubulaire et dans l'urine.
Par analogie, nous avons recherché des enzymes
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«marqueurs » issus de cellules endommagées et
relarguées dans les milieux de culture.

Parmi les enzymes urinaires répertoriées nous avons
choisi, yGT, IL8, NAG, et KIM-1. Les études
préliminaires ne montrent aucun relargage de NAG
et yGT aux concentrations de nanoparticules
étudiées. Seule une quantité augmentée de KIM-1 est
obtenue dans certaines conditions. Ces résultats sont
donc a confirmer.




