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1. Introduction

1.1. Le plastique : état des lieux

Le plastique, ou matiere plastique, est un polymere formé par 1’assemblage de macromolécules
constituées de longues chaines carbonées, auquel est ajouté un ou des additifs et/ou adjuvants
pour ameéliorer les propriétés du matériau. Les propriétés de ces polyméres sont directement
dues & leurs structures macromoléculaires. Il existe deux catégories de plastiques : les
thermoplastiques et les plastiques thermodurcissables. Les thermoplastiques peuvent étre
fondus pour leur donner la forme voulue puis ils durcissent en refroidissant. Cette
caractéristique est réversible ce qui en fait un matériau recyclable. Il existe une large gamme de
thermoplastiques tels que le polypropyléne (PP), polychlorure de vinyle (PVC),
polytéréphtalate d'éthylene (PET) ou encore le polystyrene (PS) qui sont parmi les plastiques
les plus produits dans le monde. Les plastiques thermodurcissables vont, eux, subir des
changements chimiques irréversibles lorsqu’ils sont chauffés, ne leur permettant pas d’étre
renouvelables. Le silicone, la résine époxy ou le polyuréthane (PUR) sont des exemples de
plastiques thermodurcissables (1). Les plastiques servent en trés grande majorité pour les
emballages ou encore la construction et le batiment. Cependant, tous les secteurs sont concernés

comme I’agriculture ou le secteur médical (1).

La production mondiale de plastique continue d’augmenter au cours des années. En effet, en
2019, environ 368 millions de tonnes de plastique ont été produites dans le monde alors qu’elle
était de 1,5 millions de tonnes en 1950 (1,2). Entre 2017 et 2018 une hausse de 3% de la
production de plastique a travers le monde a été enregistrée. En revanche, la pandémie due a la
COVID-19 a fortement impacté I’année 2020 en entrainant une diminution de la production
mondiale de plastique (1). Cependant, la courbe repart a la hausse depuis le deuxiéme semestre
2020.

La constante augmentation de la production de plastique a mis en évidence la problématique de
la gestion des déchets. Aucun des plastiques couramment utilisé¢ n’est biodégradable ce qui
favorise une accumulation des déchets dans les décharges ou I’environnement. Le seul moyen
d’éliminer les déchets plastiques est un traitement thermique destructeur comme la combustion

ou la pyrolyse. Barnes et al. estimaient que les matieres plastiques représentaient 10% du total
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des déchets produits (3). Entre 1950 et 2015, sur les déchets plastiques cumulés qui ont été
générés dans le monde, environ 9% ont été recyclés, 12% ont été incinérés et 79% ont été
accumulés dans des décharges ou dans le milieu naturel (4).

Aujourd’hui, les débris plastiques sont retrouvés de maniére ubiquitaire, en impactant les
écosystemes tout comme la faune. Les océans sont les écosystemes les plus affectés par les
déchets plastiques. En effet, plusieurs études ont tenté d’estimer la présence de plastique dans
les océans, notamment Cdzar et al. qui évaluent la quantité globale de plastique a la surface des
océans entre 7000 et 35000 tonnes (5). Cependant, ces chiffres sont probablement sous-estimés.
Les calculs réalisés par Jambeck et al. estiment la quantité de plastique entrant dans les océans
pendant I’année 2010 de 4,8 a 12,7 millions de tonnes et ce chiffre pourrait étre augmenté d’un
facteur dix en 2025 en I’absence d’amélioration de la gestion des déchets (6). De plus, la
contamination des €cosystémes terrestres et des systemes d’eau douce est de plus en plus

signalée quelle que soit la région du monde étudiée (7).

Les voies de décomposition des plastiques dans 1’environnement sont multiples. La dégradation
d’objets plastiques macroscopiques en microplastiques (< 5 mm) se produit généralement par
une combinaison de processus chimiques et physiques qui peuvent notamment impliquer la
photodégradation, 1’oxydation, la dégradation hydrolytique et la désintégration mécanique (8).
Du fait de leur dégradation, les plastiques peuvent atteindre des dimensions nanométriques (2).
Bien qu’il n’existe pas de classification stricte des plastiques en fonction de leur taille, les
microplastiques (MP) sont généralement definis comme ayant une taille inférieure & 5 mm et
les nanoplastiques (NP) comme ayant une taille inférieure & 1000 nm (9). Ces microplastiques
et nanoplastiques issus de la fragmentation d’objets en plastique plus gros sont définis comme
étant des micro-, nano-plastiques secondaires. Néanmoins, des microparticules et
nanoparticules de plastiques sont également fabriquées (micro- et nano-plastiques primaires) a
des fins industrielles, par exemple pour une utilisation dans des peintures, des adhésifs, pour
I’électronique ou encore dans les cosmétiques et peuvent donc étre libéres directement dans

I’environnement (2,10).

Aujourd’hui, les micro- et nanoplastiques sont omniprésents dans 1’environnement, ou ils sont
retrouvés dans I’air, I’eau, les sédiments et dans les organismes terrestres et aquatiques (11).
L’exposition de I’homme aux particules de plastique peut se faire par ingestion, par inhalation

ou via la voie cutanée, 1’ingestion étant la voie majoritaire (12,13).
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Les risques pour les espeéces marines sont nombreux du fait de I’importante contamination des
eaux, de la faible dégradabilité et de la longue durée de vie des plastiques. 1l a été démontré que
les particules de plastique ingérées par les espéces marines, intégrent la chaine alimentaire
marine par transfert trophique et s’y accumulent par le phénomene de bioaccumulation. La
population humaine peut se retrouver a son tour contaminée via I’alimentation. Un rapport de
I’EFSA indique que des microplastiques sont retrouvés dans environ un tiers de tous les
poissons testés et capturés dans le gyre central du pacifique nord (10). Danopoulos et al.
estiment que la quantité moyenne de microplastique retrouvée dans les produits issus de la mer
et destinés a la consommation est de 0-2,9 MP / gramme de poisson, 0,1-8,6 MP / gramme de
crustaces et de 0-10,5 MP / gramme de mollusques. Cela conduirait, pour la population
humaine, a une absorption pouvant atteindre 53 864 particules par an (14). En plus d’avoir été
détectés dans les fruits de mer, des microplastiques ont également été détectés dans le sel, I’eau
de bouteille, la biére et le lait (7,11). Danopoulos et al. estiment que la consommation d’eau de
bouteille entrainerait 1’ingestion de >3,5 x 10° microparticules de plastique par personne et par
an en Europe, majoritairement des PET et PP (15). Ce qui représente une quantité environ 7
fois supérieure par rapport a la consommation d’eau du robinet. Cela conduit a une exposition
importante du tractus gastro-intestinal humain, ce qui a été prouvé par la détection de particules
de plastiques dans les selles de volontaires humains (16). Les effets d’une telle exposition sont

inconnus sur la santé.

Alors que l'interdiction de certains produits plastiques a usage unique est entrée en vigueur au
1°" janvier 2020 en France, il n’y a actuellement pas de l1égislation pour encadrer les micro- et
nano-plastiques dans les aliments et I’eau potable, en particulier parce que les données de
toxicité des micro- mais surtout des nano-plastiques font encore défaut. En effet, a ce jour, les
connaissances sur 1’exposition humaine et les répercussions sur la santé sont trés limitées (4).
Les effets toxicologiques de I’ingestion de microplastiques et de nanoplastiques sur ’Homme

ne sont toujours pas connus (10,11).

Du point de vue biologique, les nanoplastiques dont la taille est inférieure a 150 nm représentent
la fraction la plus pertinente a étudier car ils peuvent traverser le tractus gastro-intestinal (17,18)
et ainsi atteindre la circulation systémique et les organes cibles (19). Bien que la mesure de
I’exposition humaine soit complexe en raison de 1’hétérogénéité de la taille des particules, une

estimation a été rapportée par Senatirajah et al, concluant qu’environ 0,1 a 5 g de MP (0 a 1
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mm) sont ingérés chaque semaine, soit 0,01 a 0,71 MP par jour chez un humain adulte (20).
L’impact sanitaire d’une telle ingestion chronique est encore peu documentée, méme si un effort

important est actuellement consacré a son évaluation.

1.2. La barriere intestinale humaine

La barriere intestinale, aussi appelée barriere muqueuse intestinale, permet une séparation entre
le milieu interne et le lumen, apportant une protection du milieu interne et une sélection des
¢léments traversant cette barriére tout en préservant la capacité d’absorber les nutriments. Cette
séparation est aussi bien physique, biochimique que de nature immunitaire (21). En effet, elle
se compose d’un épithélium qui sépare physiquement la lumiére intestinale du milieu interne et
qui est en charge du transport des substances. Cet épithélium est constitué de différents types
cellulaires disposés en monocouche : les entérocytes qui ont un rble absorbant, les cellules
caliciformes productrices de mucus, les cellules de Paneth productrices de peptides
antimicrobiens et les cellules entéro-endocrines productrices d’hormones. L’épithélium forme
des villosités au fond desquelles se trouvent les cryptes intestinales qui contiennent les cellules
souches intestinales (Figure 1). Du coté extra épithélial, la sécrétion de mucines, de peptides
antimicrobiens et d’Immunoglobuline A (IgA) sécrétoires renforcent et protegent la barriere
intestinale. Du coté intra épithélial, la lamina propria se compose de cellules dendritiques, de
macrophages, de cellules lymphoides innées, de lymphocytes T et de plasmocytes. Toutes ces
cellules ont pour role de médier la réponse immunitaire locale innée et adaptative (22).
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Figure 1 : Schéma de I'épithélium intestinal

1.3. Maladie de Crohn

Cette étude s’inscrit dans un plus vaste projet visant a déterminer si les personnes atteintes de

la maladie de Crohn seraient plus sensibles a 1’exposition aux nanoplastiques.

La maladie de Crohn est une maladie inflammatoire chronique de 1’appareil digestif résultant
de I’interaction de facteurs environnementaux avec les mécanismes immunitaires de 1’hote chez
les individus génétiqguement sensibles (prédisposition familiale). En France, la maladie de
Crohn touche environ 1/1000 personne et la prévalence augmente depuis les années 1950. Cette
maladie évolue par poussée et provoque une inflammation et un épaississement de la paroi du
tube digestif, pouvant entrainer des ulceres et parfois des fissures et des perforations. Les
symptdmes de la maladie de Crohn ne sont observés que lors des phases de poussées (23). Les

causes de la maladie de Crohn sont mal identifiées.

Facteurs environnementaux :

Ces derniers ne sont pas clairement identifiés mais ils sont indispensables a 1’apparition de la
maladie. La qualité de I’alimentation, I’utilisation de contraceptifs oraux sont évoqués comme
facteurs environnementaux mais n’ont pas ¢té confirmés. Le tabagisme est associé a un risque

accru de développer la maladie de Crohn mais également a une augmentation de la gravité des
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symptdmes. La maladie de Crohn étant une maladie faisant intervenir des facteurs
environnementaux et sa prévalence augmentant depuis 1950 en parallele de I’augmentation de
la production de plastiques, permettent de justifier de s’intéresser a I’impact de 1’absorption de
nanoplastiques au niveau de I’épithélium intestinal pour déterminer si la réponse engendrée par
les cellules est majorée ou non par rapport aux cellules qui ne possedent pas de gene associé a

la maladie de Crohn.

Facteurs génétiques :

En ce qui concerne les facteurs génétiques de cette maladie, il existe de nombreux géenes de
prédisposition favorisant 1’apparition de la maladie. La mutation la plus fréquente est la
mutation du domaine d’oligomérisation de liaison aux nucléotides 2 (nucleotide-binding
oligomerization domain 2 ; NOD2) (24). La dénomination de ce gene peut également étre
CARD15 (caspase recruitment domain-containing protein 15). La variante Nod2-1007fs serait
la mutation la plus commune du géne Nod2 et associée a la maladie de Crohn (25,26). Ce géne
multiplie par 5 le risque de souffrir de cette maladie et il code pour des protéines impliquées
dans le fonctionnement du systéme immunitaire. L’interaction des facteurs genétiques et
environnementaux entrainerait le systtme immunitaire de ces personnes a attaquer les cellules

de la paroi du tube digestif. En ce sens, la maladie de Crohn est une maladie auto-immune.

1.4.Modéles d’épithélium intestinal

L’intestin constitue le principal lieu d’absorption lors d’une ingestion ou d’une administration
de médicaments par voie orale. Différents modéles intestinaux in vitro ont été utilises dans cette
étude, et notamment des mono- et des co-cultures de cellules humaines. Afin d’évaluer la
toxicité de nanoplastiques, plusieurs modeles d’épithélium intestinal de complexité croissante

ont été mis en place.

1.4.1. Cellules

Cellules Caco2
La lignée cellulaire Caco2 dérive d’une tumeur colique humaine et a la capacité de se
différencier en entérocytes (27), c’est-a-dire en cellules épithéliales polarisées en culture. Deux

lignées cellulaires ont été dérivées de la lignée Caco-2 : la lignée Caco-2-LV-Nod2%7® et la
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lignée Caco-2-LV-Nod2 WT (wildtype). Ces lignées ont été obtenues par transfection. La
transfection d’un geéne consiste en 1’introduction de matériel génétique (acides nucléiques nus
ou purifiés) exogene dans des cellules eucaryotes. Ici, la transfection a été réalisée par notre
collaborateur Frédérick Barreau (INSERM IRSD), via un lentivirus (LV) portant le géne Nod2
WT ou un LV portant le géne Nod2 muté dans le site 1007fs. Cette mutation est tres
fréquemment retrouvée chez les patients atteints de la maladie de Crohn ; la lignée Caco-2-LV-
Nod2%7" constitue donc un modele in vitro de prédisposition & cette maladie. Les effets des
nanoplastiques sont donc évalués sur cette lignée ainsi que sur la lignée équivalente mais ne

présentant pas de prédisposition génétique a la maladie, qui est la lignée Caco-2-LV-Nod2 WT.

Cellules HT29-MTX
Les cellules HT29-MTX sont des cellules caliciformes sécrétrices de mucus. Le mucus produit
par les monocouches de cellules caliciformes humaines constitue une barriére importante aux

composes lipophiles (28).

1.4.1. Modé¢les en coculture en 2 dimensions d’épithélium intestinal humain

Coculture d’épithélium intestinal humain sain

Dans un premier temps, un mod¢le d’épithélium intestinal humain, consistant en une coculture
d’entérocytes et de cellules caliciformes en 2 dimensions a été utilisé afin d’évaluer la toxicité
de nanoplastiques de polystyréne de différentes tailles et a différentes concentrations. Pour cela,
une coculture a été mise en place contenant 90 % de cellules de la lignée Caco2- LVV-Nod2 WT
et 10 % de cellules de la lignée HT29-MTX.

Bien que ce modéle ne possede pas la variété cellulaire que 1’on retrouve dans un intestin, les
entérocytes et les cellules caliciformes représentent les deux phénotypes majeurs de

Iépithélium intestinal dans les proportions respectives de 90% et 10% (29,30).

Coculture d’épithélium intestinal humain muté

Dans un second temps, un modéle en coculture en deux dimensions avec des cellules mutées
d’¢épithélium intestinal humain consiste en I’amélioration du précédent modele par 1’utilisation
des cellules Caco2-LV-Nod21%7® ¢’est-a-dire des cellules Caco2 qui auront été transfectées

avec le gene de sensibilité a la maladie de Crohn : Nod2-1007fs.
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L’utilisation de cellules ayant été transfectées avec le géne non muté (Caco2-LV-Nod2 WT)
permettra donc de comparer les résultats avec les cellules transfectées avec le géne muté et

servira donc de contr6le négatif.

Différenciation des cellules Caco2
Il a été permis aux cellules Caco2 dans les cocultures d’épithélium intestinal humain sain et

muté de se différencier en entérocytes présentant des villosités (31,32).

1.5. Nanoplastiques de polystyrene

Des billes de polystyréne de différentes tailles (taille : 50 nm, 100 nm, 200 nm et 500 nm) et a
différentes concentrations (0 — 200 pg/mL) ont été utilisées. Le polystyrene est parmi les
plastiques les plus produits dans le monde et principalement utilisé dans les emballages
alimentaire, 1’isolation des batiments et les équipements électriques (1). Le PS constitue donc
une pollution environnementale significative. D’autre part, il est commercialisé sous forme de
billes en solution, a des tailles connues et avec des surfaces fonctionnalisées avec différents
groupements chimiques fonctionnels. Pour ces raisons, des nano-billes de polystyréne ont été

utilisées dans cette étude, ce qui était une premiere sur ce sujet dans ce laboratoire.

Le polystyréne étant hydrophobe, pour pouvoir le mettre en suspension aqueuse il faut qu’il
soit rendu hydrophile. Ceci est possible grace a la fonctionnalisation de surface des billes avec
des groupements fonctionnels hydrophiles. Les billes dont la toxicité a été testée sont des
nanoparticules de polystyréne modifiées par un groupement carboxyle (PS-COOH) ainsi que
des billes de polystyréne fonctionnalisées avec un groupement amine (PS-NH>).

1.6. Objectif de I’étude

Le but de cette étude est d’identifier la potentielle toxicité de ces plastiques sous forme
nanoparticulaire en mimant I’exposition par voie orale et le phénomeéne d’absorption intestinal
grace a des modeles d’épithélium intestinal. Un modele d’épithélium sain et un modele
d’épithélium comportant des cellules porteuses d’un géne associé¢ a la maladie de Crohn ont été
utilisés. Une batterie d’essais toxicologiques a été réalisée sur chacun des modéles d’épithélium

intestinal. Les résultats ont ainsi pu étre comparés pour déterminer I’impact des nanoparticules
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de PS sur un epithélium intestinal sain et prédisposé a la maladie de Crohn. Dans un premier
temps, j’ai déterminé la cytotoxicité de ces billes de polystyréne avec un test de viabilité
cellulaire sur monoculture puis sur coculture en 2 dimensions d’épithélium intestinal humain
non différencié. J’ai quantifié¢ les especes réactives de 1I’oxygene afin de mettre en évidence un
stress oxydant dans les cellules. Aussi, j’ai quantifi¢ des médiateurs de I’inflammation. Enfin,
j’ai réalisé des tests de génotoxicité afin de mesurer les cassures de brins d’ADN. J’ai réalisé

ces mémes tests sur des cocultures différenciées, lors d’une exposition aigue et chronique.
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2. Matériels et méthodes

2.1. Particules

Pour les expériences, des nanoparticules de polystyréne (NP-PS) ont été achetées chez
Polysciences Europe GmBNh, Hirschberg, Allemagne. Les NP-PS sont de forme sphérique avec
des diametres de 500 nm, 200 nm, 100 nm et 50 nm. La surface des billes est recouverte de

groupement carboxylate (PS-COOH).

Des particules de polystyréne fonctionnalisées avec un groupement amine (PS-NH>), avec une
taille de 50 nm ont été utilisées. Le fournisseur est Merck (Sigma-Aldrich), référence L0780,

50 nm, fluorescent blue.

2.2. Culture cellulaire et exposition

Les cellules Caco2-LV-Nod2 WT et Caco2-LV-Nod2%"® nous ont été fournies par notre
collaborateur Frédérick Barreau (INSERM IRSD, Toulouse). Elles sont dérivées de la lignée
Caco-2 (ATCC HTB-37, passages 14 — 40), qui a été transfectée avec un lentivirus codant le
géne Nod2 WT ou le géne Nod2%7®, Les cellules HT29-MTX sécrétrices de mucus nous ont
été fournies par Thecla Lesuffleur, INSERM, qui les a développées par exposition chronique
de cellules HT29 (ATCC) avec du métothrexate (33) (passages 30 — 50).

2.2.1. Décongélation

Les lignées cellulaires sont congelées avec du milieu de congélation (80% de milieu de culture,
10% de sérum de veau feetal (SVF) et 10% de diméthylsulfoxyde (DMSQ)), dans des cryotubes
stockés dans de 1’azote liquide. Lors de la décongélation, les cellules décongelées sont
mélangées a 9 mL de milieu de culture a 37 °C. La suspension est centrifugée 5 min a 470 rcf
puis le surnageant est retir¢ afin d’éliminer le DMSO. Le culot cellulaire est repris dans 10 mL
de milieu de culture et la suspension cellulaire est placée dans une boite de petri a I’incubateur
a 37 °C et 5% de CO>. Les cellules sont passées deux fois avant d’étre utilisées pour les

expériences.
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2.2.2. Maintien des cellules

Les cellules ont été ensemencées dans du milieu de culture Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)/GlutaMAX™, 10% de SVF non décomplémenté, 1% d’acides aminés non essentiels,
50 unités/mL de pénicilline et 50 pg/mL de streptomycine, a 37 °C dans un atmosphére humide
a 5% de CO:.

Les cellules Caco2-LV-Nod2 WT ; Caco2-LV-Nod2%7 et HT29-MTX ont poussé en
monoculture ou en co-culture & raison de 90% de Caco2-LV-Nod2 WT ou Caco2-LV-
Nod21%7 et 10% de HT29-MTX, qui est un modéle de cellule intestinale sécrétrice de mucus
(34). Dans chacun des cas, les cellules étaient ensemencées a une densité cellulaire de 83000

cellules/cmz, dans des boites de petri ou des plaques multi-puits.

o Cellules non différenciées
Pour realiser les tests sur cellules non différenciées, les cellules étaient exposées aux particules
de polystyrene diluées dans du milieu de culture cellulaire 24 heures aprés 1’ensemencement
(Figure 2).

Figure 2 : Coculture de cellules Caco2-LV-Nod2 WT et HT29-MTX (90%-10%) 24h aprés I'ensemencement.
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o Cellules différenciées

Les cellules Caco2 ont la capacité de se différencier en entérocytes avec des villosités et des
jonctions serrees (31,32). Ainsi le modele d’épithélium en coculture, lorsque les cellules Caco-
2 sont différenciées et que les HT29-MTX produisent du mucus, est plus représentatif de la
structure de la barriére intestinale qu’un modéle de monoculture de cellules Caco-2. Pour
différencier 1’épithélium, nous avons ensemencé des plaques multi-puits avec des Caco2-LV-
Nod2 WT ou Caco2-LV-Nod2'%7® et des HT29-MTX (90% - 10%) et avons permis la
differenciation cellulaire pendant 17 jours en changeant le milieu de culture tous les 3 a 4 jours
(Figure 3).

Figure 3 : Coculture de cellules Caco2-LV-Nod2 WT et HT29-MTX (90% - 10%) différenciées 17 jours.

Sur cellules non différenciées, les tests de cytotoxicite, de quantification des espéces réactives
de ’oxygene, de génotoxicité et d’inflammation par ELISA ont été réalisés 3 fois, avec 3
réplicats biologiques par expérience.

Les tests réalisés sur cellules différenciées n’ont pu étre réalisés qu’une seule fois, avec 3

réplicats biologiques.
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2.3. Exposition aux nanoparticules de polystyrene

Pour que la quantité de PS soit équivalente, le volume d’exposition a été ajusté pour que le
rapport volume de milieu/surface du puit soit équivalent dans tous les types de plaque. Ainsi,
100 pL de PS étaient ajoutés a chaque puit dans les plaques 96 puits et 1,25 mL dans les puits
des plaques 12 puits.

2.3.1. Exposition aigue

Pour I’exposition aigue des cellules, les PS ont été diluées dans du milieu de culture pour

atteindre la concentration souhaitée. Les cellules ont été exposées pour une durée de 24 heures.

2.3.2. Exposition chronique

L’exposition répétée, mimant une exposition chronique a été congue pour exposer les cellules
a de plus faibles doses et pendant un temps plus long, ce qui est plus représentatif de I’exposition
réelle des populations. Pour I’exposition chronique des cellules, les PS ont été ajoutées tous les

jours pendant 4 jours consécutifs, et le test était réalisé le 5°™ jour.

Pour avoir une équivalence relative entre les tests d’exposition aigue et chronique, la
concentration de PS cumulée, au 4°™ jour de I’exposition chronique, était égale a la
concentration a laquelle les cellules étaient exposées en aigu. Par exemple, pour I’exposition en
aigu a 50 pg/mL, il était ajouté lors de I’exposition chronique 12,5 pg/mL de PS par jour
pendant 4 jours. Ce qui signifie que les cellules ont été exposées pendant 24 h a 12.5 pg/mL,
puis pendant 24 h a 25 pg/mL, puis pendant 24 h a 37,5 pug/mL, et enfin pendant 24 h a 50
pg/mL. Ainsi, au 4°™ jour d’exposition chronique la concentration cumulée était de 50 pg/mL
mais le niveau d’exposition est bien plus important dans 1’exposition répétée que dans

I’exposition aigue.

2.4. Test de viabilité cellulaire

La mesure de la viabilité cellulaire est un test sensible, fiable et rapide. Le principe du test est

de mesurer le métabolisme cellulaire afin de déterminer le nombre de cellules vivantes dans
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I’échantillon. La cytotoxicité engendrée par les NP-PS a été déterminée en réalisant le test
colorimétrique WST-1 (Roche, Basel, Switzerland, revendu par Merck, référence CELLPRO-
RO). D’un point de vue chimique, le réactif WST-1 est composé d’un sel de tétrazolium qui est
ajouté au milieu de culture. Les sels de tétrazolium sont clivés en formazan par des enzymes
cellulaires (déshydrogénases mitochondriales) qui ne sont actives que dans les cellules
métaboliquement actives, donc vivantes. Le formazan est un colorant dont la quantification est
possible grace a un spectrophotometre. Ainsi, la quantité de formazan est corrélée au nombre

de cellules métaboliqguement actives dans la culture.

Les cellules ont été ensemencées dans des plaques 96 puits transparents, a raison de 25000
cellules par puits. 24 heures aprés 1’ensemencement pour les cellules non différenciées ou au
17%™ jour pour les cellules différenciées, le milieu de culture a été retiré et les cellules ont été
exposeées aux billes de polystyrene PS-COOH de 500 nm ; 200 nm ; 100 nm et 50 nm et aux
PS-NH> de 50 nm a des concentrations allant de 0 a 200 pg/mL, avec 100 pL par puit, pendant
24 heures pour I’exposition aigue. Pour I’exposition chronique, seules les PS-COOH 50 nm et
500 nm et les PS-NH2 ont été testées. Le milieu d’exposition a ensuite été remplacé par 100 uL
de WST-1 dilué au 1:10 (v/v) dans du milieu de culture sans SVF et les plaques ont été incubées
pendant 90 min a 37 °C. Ensuite, les résultats ont été obtenus en réalisant une mesure de
I’absorbance des puits sur un spectrophotometre SpectraMax ID3 (molecular devices,
Sunnyvale, CA) aux longueurs d’ondes 450 et 650 nm (Figure 4). Les résultats sont exprimés
en pourcentage moyen de cellules viables aprés normalisation par rapport au contrdle négatif

(cellules non traitées).
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Figure 4 : Schéma explicatif du test WST-1.

Certaines nanoparticules ont la propriété d’absorber la lumiére a certaines longueurs d’onde, ou

d’émettre une fluorescence. Celles-ci peuvent donc interférer avec les tests de toxicité in vitro
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(35). Pour évaluer I’interférence optique des nanoparticules de polystyréne avec le test WST-1,
apres les 24 h d’exposition cellulaire et les 90 min d’exposition au WST-1, 50 pL de solution
ont été prélevés dans chaque puit et déposes sur une nouvelle plaque 96 puis, apres
centrifugation a 200 rcf pendant 5 min, ainsi le milieu prélevé ne contient plus de
nanoparticules. La mesure de 1’absorbance a été réalisée selon le méme protocole et les données

ont été comparées avec celles obtenues sans cette étape de centrifugation.

2.5. Quantification des espéces réactives de I’oxygéne (ROS)

Le stress oxydatif se produit lorsque 1I’équilibre entre la production intrinséque de ROS et
I’activité anti-oxydante de la cellule est rompu. L’activité anti-oxydante est portée par des
enzymes et des molécules antioxydantes qui suppriment les ROS, telles que le glutathion, la
catalase, la superoxyde dismutase. Les ROS sont produites par divers processus cellulaires et
principalement lors de la chaine respiratoire située dans la mitochondrie. Elles sont prises en
charge par les systemes anti-oxydants sauf si ceux-ci sont inactivés. Dans ce cas les ROS
s’accumulent, et on parle de stress oxydant. Des ROS peuvent également étre générées par les
nanoparticules accumulées dans les cellules, si la surface de celles-ci est réactive. Il a alors aussi
une augmentation du contenu cellulaire en ROS, et apparition d’un stress oxydant. Les ROS
peuvent alors créer des dommages aux acides désoxyribonucléiques (ADN) ou aux autres
constituants de la cellule (protéines, lipides ...). Ainsi, mesurer le contenu intracellulaire de

ROS permet une évaluation du stress oxydant cellulaire.

La dihydrorhodamine 123 (DHR123) est un colorant non fluorescent, lipophile qui diffuse a
travers la membrane cellulaire et permet la mise en évidence de ROS. A I’intérieur de la cellule,
la DHR 123 est oxydée par les ROS en rhodamine 123 qui présente une fluorescence verte.
Lorsque que le colorant est oxydé en rhodamine 123, il se localise dans les mitochondries
(Figure 5).

Les espéces réactives de 1’oxygene intracellulaire ont été quantifiées grace a la DHR123
(Thermo Fisher Scientific, ref D23806). Les cellules ont été ensemencées dans des plaques 96
puits noires a raison de 25000 cellules par puit 24 heures avant I’exposition au réactif. 100 pL
de réactif DHR123, préalablement dilués au 1:1000 (v/v) dans du tampon phosphate salin
(PBS), ont eté ajoutés dans chacun des puits et les plagues ont été placées 45 min a I’incubateur,
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a 37 °C, 5% COs.. Apres ce temps d’incubation, la DHR123 est éliminée et les cellules sont
exposées aux billes de polystyrénes PS-COOH de 500 nm ; 200 nm ; 100 nm et 50 nm et a des
billes de polystyrene amino-modifiées (PS-NH2 50 nm) a des concentrations de 0 a 50 pg/mL,
avec 100 pL par puit. Une étude de la cinétique d’apparition de la fluorescence de la rhodamine
123 a été réalisée avec des mesures prises du temps 0 au temps 24 h. L’intensité de la
fluorescence a été mesurée aux longueurs d’onde d’excitation a 480 nm et d’émission a 530
nm, sur un SpectraMax ID3 (molecular devices, Sunnyvale, CA). Un contrble positif a été
réalisé avec une solution de Luperox a 1 mM. Les résultats pour chaque condition sont

compareés au contrdle négatif.

a DHR123

nucleus

PMN

DHR123 Rhodamine

Figure 5 : Réaction chimique au sein de la mitochondrie transformant la DHR123 en Rhodamine, composé fluorescent, en
présence de ROS.

L’interférence potentielle des billes de polystyrénes a été testée en mesurant leur fluorescence
dans les mémes conditions que celles du test mais dans des plaques sans cellule. Un test
d’interférence a été réalisé avec les PS dans du milieu pour déterminer si les nanoparticules
émettent une fluorescence ou sont capables, a I’inverse, de diminuer la fluorescence du milieu.
Un autre test d’interférence a été effectué avec les PS dans du milieu ou 10% de réactif DHR123
dilué au 1:1000 a été rajouté. Ce test permet de s’assurer que les PS n’oxydent pas le DHR123

en rhodamine en 1’absence de cellules, ce qui causerait I’apparition d’une fluorescence.
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2.6. Test de génotoxicité

Le test des cometes est une technique d’électrophorése sur gel monocellulaire (SCGE) qui
permet de quantifier les dommages a I’ADN (cassures de brins et sites alcali-labiles, tels que
les sites abasiques) dans les cellules individualisées et donc de déterminer la génotoxicité d’une
substance ou d’un produit (36). Les cellules sont inclues dans un gel d’agarose dépose sur une
lame de microscopie, puis la membrane des cellules et la paroi nucléaire sont lysées pour mettre
I’ADN a nu. Ensuite, les cellules sont placées dans un champ d’électrophorése en conditions
alcalines, ce qui transforme les cassures simple brin de I’ADN et les sites abasiques en cassures
double brin. Si I’ADN est endommage, alors les fragments migreront sous 1’effet du champ
électrique. Le résultat obtenu par ce test est une image ressemblant a une comete avec une téte
composée d’ADN intact, qui etait initialement le noyau cellulaire, et une queue constituée de
fragments d’ADN ayant migré (Figure 6). L’ADN est révélé par un agent fluorescent. Le
pourcentage d’ADN présent dans la queue de la comeéte par rapport a la téte est quantifié par la
mesure de I’intensité de fluorescence. La quantit¢é d’ADN dans la queue de la cométe est
directement proportionnelle a la quantité d’ADN endommagé, ce qui définit le taux de cassures
a I’ADN dans les cellules (Figure 7).

Figure 6 : Test des cometes sur coculture de cellules Caco2-LV-Nod2 WT et HT29-MTX.

(a) et (b) sont de ’ADN cellulaire visualisé grdce au microscope a fluorescence et au logiciel Comet Assay IV. (a) ADN issu de
cellules non exposées (contréle négatif) : % d'’ADN dans la queue de la cométe = 0,11%. (b) ADN issu de cellules exposées a du
MMS & 30 ug/mL (contréle positif), % d’ADN dans la queue de la cométe = 66,92%.

Pour ce test, les cellules ont été cultivées dans des plaques 12 puits a raison de 300 000 cellules
par puit. 24 h apres I’ensemencement ou apres différenciation pendant 17 jours, les cellules ont

été exposees aux billes de polystyrenes PS-COOH de 500 nm ; 200 nm ; 100 nm et 50 nm et
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des PS-NH2 a des concentrations de 0 a 50 pg/mL pendant 24h ou de maniere répetée pendant
4 jours, puis récoltées et stockées a -80 °C dans du milieu de congélation (tampon citrate 0,1
M, sucrose 85,5 g/L, DMSO 50 mL/M, pH 7,6 ajusté avec de 1’acide citrique). Les cellules ont
ensuite été incorporées dans 0,5% d’agarose a bas point de fusion et déposées sur des lames de
verre préalablement enduites d’agarose a 1% (deux gels par lame). Les lames ont été placées
sur de la glace pour permettre a 1’agarose de solidifier. Aprés lyse cellulaire par immersion dans
du tampon de lyse (2,5 M de chlorure de sodium (NaCl), 0,1 M d’acide éthyléne diamine tétra-
acetique (EDTA), 10 mM de Tris, 1% de Triton, pH 10), pendant 1h a I’obscurité a température
ambiante, les lames ont été rincées dans du PBS 1x. Les lames ont été placées dans la cuve
d’¢électrophorése (cleaver scientific), avant immersion dans un tampon d’électrophorése froid
(NaOH 0,3 M, EDTA 1 mM, 4°C) pendant 40 min pour permettre a I’ADN de se dérouler.
L’électrophorése a été réalisée a 1,2 V/cm pendant 30 min. Les lames ont été neutralisées par
deux lavages pendant 10 min dans du PBS puis colorées au Gel Red (Thermo Fisher Scientific)
dilué au 1:10000eme. Le pourcentage d’ADN dans la queue de la cométe a été mesuré sur 50
noyaux par gel en utilisant le logiciel Comet Assay IV (Perceptive Instruments, Bury St
Edmunds, UK). En tant que contrdle positif, des cellules ont été exposées a 30 pug/mL de méthyl
méthanesulfonate (MMS) pendant 24 h. Un second contr6le positif a été réalisé sur des lames
de contréle (cellules non exposées) qui ont été exposées a 5 mM de peroxyde d’hydrogéne
(H202) apres fixation dans 1’agarose a bas point de fusion. Les expériences ont été réalisées en
3 répétitions indépendantes, avec deux réplicats techniques par répétition indépendante. Le
pourcentage d’ADN dans la queue de la comete est mesuré en tant que %Tail DNA. Sur les 50
cometes, la médiane des mesures est calculée permettant ainsi d’avoir une médiane par
expérience. La moyenne et 1’écart type des trois médianes issues des trois expériences

indépendantes sont ensuite calculés.

(:j ADMN intact
{ y\
® ® - @ L ]
/ ® ; - ® - . — Cm
Dépat des cellules Lyse des membranes ADM intact i,
cellulaires ? ADN tris
fragmenté

Electrophorése et
marquage BET

Figure 7 : Principe du test des cométes. (37)
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2.7. Inflammation

Test ELISA

La méthode immuno-enzymatique ELISA ou enzyme-linked immunosorbent assay ¢’est-a-dire
dosage d’immunoabsorption par enzyme liée, permet de doser spécifiquement une protéine. Ici,
les protéines de I’inflammation interleukine-1p (IL-1B) et interleukine-8 (IL-8) ont été

quantifiées.

Les cellules en coculture, différenciées ou non, ont été exposées aux PS de différentes tailles et
a différentes concentrations soit en aigue (24 heures) soit en chronique (4 jours). Apres
I’exposition, le surnageant des cellules a été récupéré puis stocké dans des tubes eppendorf de
1,5 mL a -80°C. L’inflammation est un mécanisme de défense des cellules face a I’exposition
aux PS, par lequel les cellules sécrétent des médiateurs de I’inflammation comme I’TL-1f et

I’TL-8 pour activer le systéme immunitaire.

Le test ELISA repose sur les propriétés du complexe anticorps-antigene, ou les anticorps sont
dirigés contre des antigénes particuliers. Au fond d’une plaque 96 puits sont fixés les anticorps
specifiques (anticorps anti-IL-1p ou anticorps anti-IL-8). Lors de 1’ajout des échantillons a
tester, si les IL-1P ou IL-8 sont présentes dans le surnageant, elles se fixeront spécifiquement
sur les anticorps de capture du fond des puits. Un anticorps de détection est ajouté (anticorps
anti-1L-1pB biotinylé ou anticorps anti-IL-8 biotinylé), qui reconnait spécifiquement IL-1 ou
IL-8 et permet I’amplification et la détection du signal. Les anticorps de détection sont associés
a une enzyme, la péroxydase. L’ajout de la solution de substrat, qui associe la
tetraméthylbenzidine (TMB) avec du peroxyde d’hydrogene va agir sur la péroxydase en créant
une réaction colorée. L’absorbance des puits contenant soit IL-1p soit IL-8 est mesurée a 450
nm (Figure 8). La valeur de I’absorbance est directement proportionnelle a la concentration en
interleukine recherchée. Une gamme d’étalonnage est réalisée avec des standards IL-1p ou IL-
8 dont la concentration est connue. Ainsi, 1’équation de la courbe peut étre déterminee et la
concentration en IL-1p ou IL-8 des échantillons peut étre calculée a partir des valeurs

d’absorbances.
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Figure 8 : Principe du test ELISA.

Pour la réalisation du test, les kits ELISA IL1beta et IL8 (BD OptEIA™, BD Biosciences) ont
été utilisés dans des plaques 96 puits non stériles. Dans un premier temps, 100 pL d’anticorps
de capture (1/250) (IL-8 ou IL-1p) dilués dans un tampon de revétement ont été mis dans chacun

des puits et incubés toute la nuit a 4°C.

Tous les lavages et incubations ont été effectués a temperature ambiante (20-22°C).

Une fois les anticorps de capture fixés au fond des puits, chaque puit est lavé 3 fois avec 200
pL de tampon de lavage (PBS avec 0,05% de Tween-20). Ensuite, 200 uL de diluant de dosage
(PBS avec 10% de SVF) ont été ajoutés a chaque puit pendant 1 heure afin de bloquer les sites
non spécifiques et réduire le bruit de fond lors de la lecture puis les puits ont été lavés 3 fois

avec la solution de lavage.

Pour réaliser la gamme d’étalonnage afin de déterminer la concentration en interleukine dans
les échantillons, un standard d’IL-8 a été utilisé aux concentrations 200 pg/mL, 100 pg/mL, 50
pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 6,3 pg/mL, 3,1 pg/mL et O pg/mL. Pour le test ELISA
permettant de quantifier IL-1, les concentrations en IL-1 de la gamme d’étalonnage sont de
250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL, 31,2 pg/mL, 15,6 pg/mL, 7,8 pg/mL, 3,9 pg/mL et O
pg/mL. Afin que les absorbances des échantillons testés aient des valeurs comprises entre la
plus faible et la plus élevée des valeurs de la gamme d’étalonnage, certains échantillons ont été
dilués au demi, au dixieéme ou au centiéme. 100 pL de standards, d’échantillons et controles ont
été depose dans les puits appropriés pendant une durée de 2 heures, avant d’effectuer 5 lavages

a la suite de I’incubation des échantillons.
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Pour le test ELISA IL-8, 100 uL d’anticorps de détection (1/500) et de réactif enzymatique
(1/250) ont éte ajoutés dans chaque puit et les plagues ont été incubées pendant 1 heure. Pour
le test ELISA IL-1pB, 100 puL d’anticorps de détection (1/1000) sont ajoutés et incubés pendant
1 heure puis 5 lavages sont réalisés avant d’ajouter 100 pL par puit de réactif enzymatique

(1/250) pendant 30 minutes.

Ensuite, 7 lavages successifs ont été réalisés en laissant tremper chaque lavage 1 minute dans
chaque puit. A la suite des lavages, 100 pL de solution de substrat sont ajoutés et incubés
pendant 30 minutes a 1’obscurité. La solution de substrat est du tetraméthylbenzidine (TMB)
associé a du peroxyde d’hydrogéne. Enfin, 50 pL d’acide sulfurique (H2SO4) a 1 molaire sont
ajoutés afin de stopper la réaction. L’absorbance est mesurée moins de 30 minutes plus tard
grace a un spectrométre (SpectraMax ID3, Molecular Device) a la longueur d’onde de 450 nm

avec une correction a la longueur d’onde 570 nm.

2.8. Analyses statistiques

L’analyse statistique des résultats a été réalisé avec I’interface RStudio du logiciel de
statistiques R. Les résultats ne suivant pas les critéres de normalité et d’homogénéité, les tests
non paramétriques de Kruskal-Wallis ainsi que le test de comparaison multiple de Mann-

Whitney ont été effectués. Le seuil de significativité a est fixé a 5%.
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3. Résultats

3.1. Validation du modéle d’épithélium intestinal muté 1007fs

Le Muramyl Dipeptide (MDP) est la plus petite unité structurale active des peptidoglycanes.
Le MDP est un composant majeur des membranes cellulaires des bactéries et est une molécule
qui est exprimée de maniére ubiquitaire par les bactéries, autant les Gram-négatifs que Gram-
positifs. Le MDP est responsable de 1’activité immunologique et a la capacité d’induire une
inflammation. Le MDP est le ligand de NOD2, donc I’inflammation n’apparait que lorsque les

cellules présentent a leur surface une protéine NOD2 non mutée.

Le Lipopolysaccharide (LPS) est un composant de la paroi cellulaire bactérienne ayant la

capacité d’induire une inflammation et une réponse immunitaire.

Des études ont montré qu’il y a une synergie entre le MDP et le LPS dans la réponse
inflammatoire (38,39). L’exposition a ces deux molécules entraine la production de cytokines

pro-inflammatoires.

L’activation de NOD2 par le MDP entraine I’induction de la sécrétion d’interleukine-8 par les
cellules mononucléaires et par conséquent le recrutement et 1’activation des cellules
neutrophiles. De ce fait, I’activation de NOD2 par le MDP a un r6le dans la réponse précoce

aux pathogeénes et I’amplification de la réponse immunitaire innée.

Dans la maladie de Crohn, la mutation 1007fs est associée a une perte de la réponse immunitaire
innée face aux agents pathogenes et expliquerait les réponses immunitaires adaptatives
anormales aux antigenes microbiens chez les patients atteints de la maladie de Crohn (40,41).

Afin de valider le modéle d’épithélium intestinal muté sur le géne Nod2, nous avons exposé les
cocultures non différenciées de cellules WT et Nod2%°7® 3 du LPS (10 pg/mL) en association
a du MDP (1 pg/mL ; 2 pg/mL ou 5 pg/mL) pendant 24h et avons quantifie par un test ELISA

1I’1L-8 secrétée dans le surnageant des cellules.
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La concentration en IL-8 dans les echantillons en coculture WT augmente lorsque la
concentration de MDP appliquée augmente ; elle est supérieure a celle mesurée dans le controle
et dans la coculture mutée (Figure 9).

600,00
500,00
400,00
300,00 mWT

H 1007fs
200,00

Concentration en IL-8 (pg/mL)

100,00

MDP1 + LPS10 MDP2 + LPS10 MDP5 + LPS10 CTL-

Figure 9 : Quantification des IL-8 par un test ELISA dans le surnageant des cellules ayant été exposées a du MDP (Oug/mL ;
1ug/mL ; 2ug/mL ou 5ug/mL) et du LPS ( Oug/mL ou 10ug/mL).

Il 'y a donc bien une corrélation entre la mutation du géne Nod2 et la production de cytokines
pro-inflammatoires. En effet, la variante 1007fs du gene Nod2 entraine une modification de la
réponse inflammatoire puisque les cellules mutées produisent moins d’IL-8 lors de I’exposition
au MDP+LPS par rapport aux cellules non mutées. Ces résultats sont en accord avec la
littérature (40,42).

3.2.Cytotoxicité

Les cellules ont été exposées aux billes de polystyréne de 500 nm ; 200 nm ; 100 nm et 50 nm
aux concentrations de 0 pg/mL ; 6,25 pg/mL; 12,5 pg/mL ; 25 pg/mL ; 50 pg/mL et 100
pg/mL, pour une durée de 24h dans la condition aigue et tous les jours pendant 4 jours pour la
condition chronique.

Le test WST-1 a été réalisé sur des monocultures de cellules Caco2-LV-Nod2 WT et Caco2-
LV-Nod27" non différenciées et des monocultures de cellules HT29-MTX. En paralléle,

P’essai a été réalisé sur une coculture non différenciée de Caco2-LV-Nod2 WT et HT29-MTX
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ainsi que sur une coculture de cellules Caco2-LV-Nod2'%7® non différenciée et HT29-MTX
(90% / 10%).

Le test de cytotoxicité des PS a aussi été réalisé sur coculture de cellules HT29-MTX / Caco2-
LV-Nod2 WT ou Caco2-LV-Nod2'%7® différenciées 17 jours (10% / 90%) et soumises a une
exposition aigue et chronique aux PS-COOH 500 nm et 50 nm, ainsi qu’aux PS-NHo.

3.2.1. Cytotoxicité sur cocultures non différenciées

La viabilité cellulaire n’a pas été altérée par I’exposition aux particules PS-COOH jusqu’a la
concentration la plus élevée de 100 pg/mL, que ce soit dans les tests en monoculture ou en
coculture et sans distinction de taille des particules. En effet, I’activité métabolique des cellules
est toujours supérieure a 80% de celles des cellules contrbles, comme rapporté ici sur le test
effectué sur les cocultures de Caco2-LV-Nod2 WT / HT29-MTX et de Caco2-LV-Nod22%7*
HT29-MTX. Par analogie, il est considéré que 80% des cellules sont viables apres une
exposition de 24 heures aux particules de polystyrene. Cependant, il est observé une baisse
significative de 1’activité métabolique par rapport au contrdle sur la coculture Caco2-LV-Nod2
WT / HT29-MTX, a la concentration la plus élevée de 100 pg/mL pour toutes les PS-COOH et
a la concentration de 50 pg/mL pour les PS-COOH de 50 nm (Figure 10). Il est également
observé une diminution significative de I’activité métabolique sur la coculture mutée sur le géne
Nod2 a la concentration la plus forte (100 pg/mL) pour les PS-COOH de toutes les tailles et a
50 pg/mL, I’activité métabolique est significativement inférieure a celle du contréle pour les
PS-COOH de 100 nm (Figure 11).

Nous pouvons en déduire que la viabilité cellulaire aprés une exposition de 24 heures aux
particules de PS-COOH est supérieure a 80%. Par conséquent, nous considérons que les
nanoparticules de PS-COOH n’ont pas d’action cytotoxique majeure sur les différents modéles

d’épithélium intestinal humain utilisés dans cette etude.
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Figure 10 : Essais de cytotoxicité sur coculture non différenciée de cellules Caco2-LV-Nod2 WT / HT29-MTX.

La viabilité cellulaire aprés 24h d’exposition aux PS-COOH de taille 50 nm ; 100 nm ; 200 nm et 500 nm a été évaluée a I'aide
du test WST-1, aux concentrations 0 ug/mL ; 6,25 ug/mlL ; 12,5 ug/mL ; 25 ug/mL ; 50 ug/mL et 100 ug/mL. Les résultats sont
exprimés en pourcentage de la viabilité cellulaire par rapport au contréle. Les valeurs moyennes + I'écart type de n = 3
expériences indépendantes sont données. * p < 0,05, cellules exposées vs controle.
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Figure 11 : Essais de cytotoxicité sur coculture non différenciée de Caco2-LV-Nod21007fs / HT29-MTX.

La viabilité cellulaire aprés 24h d’exposition aux PS-COOH de 50 nm ; 100 nm ; 200 nm et 500nm a été évaluée a I'aide du test
WST-1, aux concentrations 0 ug/ml ; 6,25 ug/mlL ; 12,5 ug/mL ; 25 ug/mL ; 50 ug/mL et 100 ug/mL. Les résultats sont exprimés
en pourcentage de la viabilité cellulaire par rapport au contréle. Les valeurs moyennes + |'écart type de n = 3 expériences
indépendantes sont données. * p < 0,05, cellules exposées vs contréle.

Il semblerait que les cellules HT29-MTX soit par ailleurs légérement moins sensibles a
I’exposition aux nanoparticules de polystyréne. En effet, la viabilité cellulaire est plus élevée

lors des tests sur la monoculture de cellules HT29-MTX puisqu’elle n’est jamais inférieure a
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90% (Figure 12). Ceci pourrait étre d a la couche de mucus qui se forme a la surface des
monocultures de HT29-MTX ou des cocultures contenant des cellules HT29-MTX, le mucus

pouvant faire office de barriére protectrice diminuant 1’exposition des membranes cellulaires

aux NP-PS (43).
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Figure 12 : Essais de cytotoxicité sur monoculture de cellules HT29-MTX.

La viabilité cellulaire aprés 24h d’exposition aux PS-COOH de taille 500 nm ; 200 nm ; 100 nm et 50 nm et aux PS-NH2 50 nm
a été évaluée a I'aide du test WST1, aux concentrations 0 ug/mL ; 6,25 ug/mL ; 12,5 ug/mL ; 25 ug/mL ; 50 ug/mtL, 100 ug/mL
et 200 ug/mL. Les résultats sont donnés en pourcentage de la viabilité cellulaire par rapport au contréle. Les valeurs moyennes
+ "écart type de n = 3 expériences indépendantes sont données. * p < 0,05, cellules exposés vs controle.

Le test WST-1 a aussi été réalisé en exposant les cellules a des nanoplastiques de polystyrene
amino-modifiés. Cela a permis d’une part de servir de contréle positif aux tests effectués avec
les PS-COOH puisque leur cytotoxicité a déja été démontrée (44). 1l a notamment été observé
chez les cellules exposées aux PS-NH2 une augmentation de la cytotoxicité a faible

concentration menant a 1’apoptose des cellules (45).

Ce test a également permis de mettre en évidence une différence de sensibilité entre les
cocultures non mutées et mutées (Figure 13). Sur la coculture WT, I’activité métabolique est
significativement diminuée par rapport au contréle pour les concentrations 25 pg/mL ; 50
pg/mL ; 100 pg/mL et 200 ug/mL. Cependant, une augmentation significative de 1’activité
métabolique est observée a 6,25 pg/mL. Il pourrait s’agir de I’effet hormesis ¢’est-a-dire le fait
que la cellule, lors d’une stimulation a faible dose par un agent générateur de stress, compense
par diverses réponses adaptatives par le biais de stress cellulaire. La mise en évidence par le
test WST-1 d’une augmentation de I’activité métabolique a cette dose pourrait donc étre

expliquée par une augmentation de I’activité cellulaire en réponse a un stress. Il pourrait aussi
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s’agir d’un effet prolifératif causé par la présence de faibles quantités de ces PS-NHa. Sur la
coculture mutée, une diminution significative de 1’activité métabolique, donc de la viabilité
cellulaire est observée dés la plus faible concentration (6,25 pg/mL) jusqu’a la concentration la
plus élevée (100 ug/mL). Lorsque les résultats de 1’exposition aux PS-NH2 sont comparés a
chaque concentration entre les cocultures mutées et non mutées, il est systématiquement
observé une diminution significative de 1’activité métabolique des cocultures mutées par
rapport aux WT. Ainsi, lors de 1’exposition a des particules de PS cytotoxiques, la coculture
portant un gene associé a la maladie de Crohn est plus sensible que la coculture ne portant pas

de gene muté.
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Figure 13 : Essais de cytotoxicité des PS-NH; sur coculture non différenciée de cellules Caco2-LV-Nod2 WT / HT29-MTX et
Caco2-LV-Nod21007fs / HT29-MTX.

La viabilité cellulaire aprés 24h d’exposition aux PS-NH2 de taille 50 nm a été évaluée a l'aide du test WST-1, aux
concentrations 0 ug/mlL ; 3,125 ug/mL; 6,25 ug/mL; 12,5 ug/mL; 25 ug/mL; 50 ug/mL, 100 ug/mL et 200 ug/mL. Les
résultats sont exprimés en pourcentage de la viabilité cellulaire par rapport au contréle. Les valeurs moyennes + I'écart type
de n = 3 expériences indépendantes sont données. * p < 0,05, exposés vs contréle, # p < 0,05, coculture Caco2-LV-Nod2 WT /
HT29-MTX vs Caco2-LV-Nod21007fs / HT29-MTX.

3.2.2. Cytotoxicité sur coculture différenciée 17 jours

o Exposition aigue
Le méme test a été réalisé en exposant les cellules en coculture (WT ou mutée) différenciées
pendant 17 jours aux PS-COOH de taille 500 nm et 50 nm et PS-NH2, aux concentrations 0
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pg/mL ; 6,25 pg/mL ; 12,5 pg/mL ; 25 pg/mL ; 50 pg/mL, 100 pg/mL et 200 pug/mL pour une
durée de 24h. Le pourcentage de viabilité cellulaire par rapport au contréle est proche de 100%
quelle que soit la concentration d’exposition aux PS-COOH. Les PS-COOH n’entrainent pas
de mort cellulaire significative sur les deux types de coculture (WT et mutée) lorsque les

cellules sont difféerenciées 17 jours (Annexe 1).

Par ailleurs, il est observé un effet cytotoxique des PS-NH2 aux concentrations 100 pg/mL et
200 pg/mL puisque le pourcentage de cellules vivantes est inférieur a 80%. Il n’y a pas de

difference entre les deux types de cocultures (Figure 14).
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Figure 14 : Essais de cytotoxicité aigue des PS-NH, sur coculture de cellules Caco2-LV-Nod2 WT / HT29-MTX et Caco2-LV-
Nod21007fs / HT29-MTX différenciées 17 jours.

La viabilité cellulaire aprés 24h d’exposition aux PS-NH2 de taille 50 nm a été évaluée a l'aide du test WST-1, aux
concentrations 0 ug/mL; 3,125 ug/mlL; 6,25 ug/mL; 12,5 ug/mL; 25 ug/mL; 50 ug/mL, 100 ug/mL et 200 ug/mL. Les
résultats sont exprimés en pourcentage de la viabilité cellulaire par rapport au contréle. Graphe généré a partir des moyennes
+ [’écart type des 5 puits exposés par condition, I'expérience n’a été menée qu’une fois.

o Exposition chronique

Lors de I’exposition chronique, les PS-COOH, a toutes les concentrations, ne montrent pas de
cytotoxicité que ce soit sur la coculture WT ou mutée. Les résultats sont présentés en Annexe
2.

En ce qui concerne I’exposition aux PS-NHp, elles présentent une cytotoxicité importante pour

les deux cocultures, lors de I’exposition a 100 ug/mL et 200 ug/mL (Figure 15).
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Figure 15 : Essais de cytotoxicité répétée des PS-NH, sur coculture de cellules Caco2-LV-Nod2 WT / HT29-MTX et Caco2-LV-
Nod21%07fs / HT29-MTX différenciées 17 jours.

La viabilité cellulaire apres 4 jours d’exposition aux PS-NH2 de taille 50 nm a été évaluée a I'aide du test WST-1, aux
concentrations finales 0 ug/ml ; 3,125 ug/mL ; 6,25 ug/mlL ; 12,5 ug/mlL ; 25 ug/mL ; 50 ug/mL, 100 ug/mL et 200 ug/mL. Les
résultats sont exprimés en pourcentage de la viabilité cellulaire par rapport au contréle. Graphe généré a partir des moyennes
+ [’écart type des 5 puits exposés par condition, I'expérience n’a été menée qu’une fois.

Comme sur le test réalis€ sur cellules non différenciées, 1’exposition a la plus faible
concentration de PS-NH: entraine une hausse du pourcentage de viabilité cellulaire qui pourrait
étre expliquée par I’effet hormesis. A 50ug/mL, le pourcentage de viabilité cellulaire est

diminué par rapport au contréle mais reste au-dessus de la limite admise de 80% de viabilité.

L’effet sur la viabilité cellulaire des PS-NH: est plus marqué lors de 1’exposition en chronique
par rapport a I’exposition aigue. En effet, a la concentration de 100 pg/mL, la viabilité cellulaire
est autour de 75% lors de I’exposition aigue et autour de 13% lors de 1’exposition chronique.
L’exposition chronique de faible dose de PS-NH> semble donc avoir un impact plus important

sur la viabilité cellulaire que 1’exposition a cette méme dose pendant 24h.

3.3. Stress oxydant

Les cellules ont été exposées a des doses de PS n’entrainant pas de cytotoxicité. Une cinétique
sur 24h a été réalisée pour évaluer I’impact des nanoparticules sur la quantité intracellulaire de
ROS. Les cellules ont été exposées aux PS-COOH de 500 nm ; 200 nm ; 100 nm et 50 nm, aux
concentrations 12,5 pg/mL, 25ug/mL, 50pg/mL. Les PS-NH2 de 50 nm ont également été testés
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aux concentrations 3,125 pg/mL, 6,25ug/mL et 12.5ug/mL. Ce test a été effectué sur le modele
de coculture non différenciée de cellules Caco2-LV-Nod2 WT et HT29-MTX et sur le modele
de coculture non différenciée de Caco2-LV-Nod21%7® | HT29-MTX.

Pour toutes les PS-COOH et a toutes les concentrations, les résultats suivent la méme tendance.
La Figure 16 montre les résultats, sur la coculture Caco2-LV-Nod2 WT / HT29-MTX, de
I’exposition aux polystyrénes aux concentrations les plus élevées (50pug/mL pour les PS-COOH
et 6,25 pg/mL et 12,5 pg/mL pour les PS-NHz). Les résultats sont exprimés en pourcentage par
rapport au contrble. La fluorescence détectée, proportionnelle au contenu intracellulaire de
ROS, ne varie pas par rapport au contréle négatif. L’intégralité des résultats obtenus lors de
I’exposition de la coculture non différenciée non mutées (Caco2-LV-Nod2 WT / HT29-MTX)
aux PS-COOH et PH-NH: sont présentés en Annexe 3.

m0h m05h milh 2h m4h m6h m24h

*
* *
*
*
*

PS-COOH 50 nm 50 PS-COOH 100nm 50  PS-COOH 200 nm 50 PS-COOH 500 nm 50 PS-NH2 6,25 pg/mL PS-NH2 12,5 pg/mL Luperox 1 mM
ug/mL pg/mL mg/mL ug/mL

Figure 16 : Test DHR123 sur les cellules non différenciées en coculture Caco2-LV-Nod2 WT / HT29-MTX exposées aux PS-COOH
et PS-NH,.

PS-COOH de 50nm ; 100 nm ; 200 nm et 500 nm a la concentration 50 ug/mL et PS-NH, 50 nm aux concentrations 6,25 ug/mL
et 12,5 ug/mL. Mesures prises a TOh, T0O,5h, T1h, T2h, T4h, T6h et T24h. Les résultats sont exprimés en pourcentage de
fluorescence par rapport au contréle. Le luperox a servi de contréle positif. Les valeurs moyennes + I’écart type de n = 3
expériences indépendantes sont données. * p < 0,05, exposés vs contréle.

Ce modeéle d’épithélium intestinal a également été exposé aux PS-NH. de 50 nm aux
concentrations 3,125 pg/mL ; 6,25 pg/mL et 12,5 ug/mL, concentrations n’entrainant pas de

mort cellulaire dans la co-culture WT. Les expériences ne mettent pas en évidence d’effet sur
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le contenu de ROS dans les cellules. A T’inverse, le luperox, qui a servi de contréle positif,
entraine une augmentation significative de la production de ROS dans les cellules dés 0,5 h
d’exposition.

Ce test a été réalisé en paralléle sur une coculture de cellules Caco2-LV-Nod2%7® et HT29-
MTX. Le test a été réalisé de la méme fagon que sur la coculture WT. Sur la Figure 17, il est
observé que les PS-COOH a la plus forte concentration (50 ug/mL) n’induisent pas de hausse
significative de 1’accumulation de ROS dans les lignees cellulaires par rapport au controle
négatif, méme aprés 24h d’exposition aux nanoparticules de polystyréne, quelle que soit leur
taille. Donc ces nanoparticules de polystyréne n’entrainent pas de stress oxydant dans les
cellules. De méme, I’exposition aux PS-NH: sur la coculture mutée n’entraine pas de hausse
significative de la fluorescence, donc de la production de ROS. La figure récapitulative du test
de stress oxydant sur la coculture Caco2-LV-Nod2%7® | HT29-MTX est présentée en Annexe
4,
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PS-COOH 50 nm 50 PS-COOH 100nm 50 PS-COOH200nm 50  PS-COOH500nm50  PS-NH2 6,25 pg/ml PS-NH2 12,5 pg/mlL Luperox 1 mM
pg/mL Hg/mL pg/mL pg/mL
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Figure 17 : Test DHR123 sur les cellules non différenciées en coculture Caco2-LV-Nod21007fs / HT29-MTX exposées aux PS-COOH
et PS-NH,.

PS-COOH de 50nm ; 100 nm ; 200 nm et 500 nm a la concentration 50 ug/mL et PS-NH, 50 nm aux concentrations 6,25 ug/mL
et 12,5 ug/mL. Mesures prises a TOh, TO,5h, T1h, T2h, T4h, T6h et T24h. Les résultats sont exprimés en pourcentage de
fluorescence par rapport au contréle. Le luperox a servi de contréle positif. Les valeurs moyennes * I'écart type de n = 3
expériences indépendantes sont données. * p < 0,05, exposés vs contréle.

Les tests d’interférence avec les PS ont été réalisés afin de s’assurer que les résultats obtenus

sont bien I’effet de 1’action des PS sur les cellules. Le test réalisé avec les PS dans du milieu de
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culture, sans cellule, montre que les PS n’émettent pas de fluorescence et ne diminuent pas la
fluorescence du milieu de culture (Annexe 5). Le deuxi¢me test d’interférence effectué avec les
PS dans du milieu ou 10% de réactif DHR 123 dilué au 1:1000 a été rajouté a permis de s’assurer
que les PS n’oxyde pas le DHR123 en rhodamine responsable de la fluorescence puisque la

fluorescence n’est pas augmentée (Annexe 6).

3.4. Génotoxicité

3.4.1. Coculture non différenciée, exposition aigue

Les dommages oxydatifs a I’ADN peuvent étre quantifiés a 1’aide du test des cometes en
condition alcaline qui met en évidence les cassures de brins d’ADN. Ce test de génotoxicité
permet de rendre compte des effets délétéres des nanoparticules de polystyréne sur I’ADN des
cellules. Les résultats obtenus apres une exposition de 24h aux PS-COOH de 500 nm ; 200 nm ;
100 nm et 50 nm aux concentrations 25 pg/mL ; 50 pg/mL sur la coculture de cellules Caco2-
LV-Nod2 WT / HT29-MTX non différenciée ne montrent pas de différence significative avec
le controle négatif (Figure 18). Ce test n’a pas mis en évidence de génotoxicité des PS-COOH.
En revanche, une augmentation significative des dommages par rapport au contréle a été mise
en évidence avec 1’exposition de la coculture non différenciée Caco2-LV-Nod2 WT / HT29-
MTX aux PS-NH: a la concentration 3,125 pg/mL. Ce qui représente 1,80% d’ADN dans la
queue de la cométe pour I’exposition aux PS-NH & 3,125 pg/mL, alors que dans le contrdle, le
pourcentage d’ADN dans la queue de la cométe est de 0,51%. Ici, la différence est de tres faible
ampleur (comparée a la différence entre contrdle positif en contrdle négatif), ce qui pose la

question de sa significativité biologique.

Le test des comeétes a également été réalisé, dans les mémes conditions, sur une coculture de
cellules Caco2-LV-Nod2'%7® et HT29-MTX (90/10). Les conditions testées avec les PS-
COOH ne montrent pas d’augmentation des dommages a I’ADN par rapport au controle négatif.
Le test ne met donc pas en évidence de génotoxicité des PS-COOH. D’autre part, sur ce modeéle,
aucune augmentation significative des dommages a I’ADN n’a été mis en évidence par rapport

au contrdle négatif lors de I’exposition aux PS-NH> (Figure 18).
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Figure 18 : Test des cometes réalisé sur coculture non différenciée de cellules Caco2-LV-Nod2 WT / HT29-MTX et coculture de
cellules Caco2-LV-Nod21%07fs / HT29-MTX, aprés exposition a des PS-COOH et PS-NH.

PS-COOH de 50 nm, 100 nm, 200 nm et 500 nm aux concentrations 25 ug/mL et 50 ug/mL et des PS-NH; de 50 nm aux
concentrations 3,125 ug/ml et 6,25 ug/mL. Les cométes sont visualisées grdce au microscope a fluorescence et au logiciel
Comet Assay IV. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’ADN par rapport au contréle. H,0,d 5 mM et MMS a 30 ug/mL
ont servi de contréle positif. Les valeurs moyennes + I’écart type de n = 3 expériences indépendantes sont données. * p < 0,05,
exposés vs contréle.

3.4.2. Génotoxicité sur coculture différenciée 17 jours, exposition aigue et

chronique

L’expérience a été réalisée sur coculture (WT et mutée) différenciée 17 jours et apres exposition
aigue ou chronique aux PS. Les résultats sont similaires & ceux obtenus sur cellules non
différenciées. Les PS-COOH n’entrainent pas de dommage a I’ADN sur les cellules exposées
en aigue et en chronique. De méme, le test des cometes ne met pas en évidence de génotoxicité

lors de I’exposition aigue (Annexe 7) ou chronique (Annexe 8) aux PS-NHo.

3.5. Inflammation

Puisque la maladie de Crohn est une maladie inflammatoire qui fait intervenir des facteurs
environnementaux, nous nous sommes questionnés sur 1’impact de particules de PS sur la

sécrétion de meédiateurs de I’inflammation par les cellules épithéliales intestinales.
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Pour cela nous avons réalisé un test ELISA permettant de mettre en évidence I’interleukine 8
(IL-8). L’IL-8 est une chimiokine qui est produite lors de la détection d’un agent
potentiellement pathogene et qui permet le recrutement des polynucléaires neutrophiles afin de
mettre en place la phagocytose des éléments pathogénes. Elle est notamment produite par les

cellules epithéliales.

Nous avons également réalisé le test ELISA afin de détecter I’interleukine 1p (IL-1pB).
L’interleukine 1 est une cytokine majeure de la réponse immunitaire innée puisqu’elle entraine
I’augmentation de 1’expression de facteurs d’adhésion sur les cellules endothéliales afin de
faciliter la migration des leucocytes sur le site de 1’infection. Elle est principalement produite
par les monocytes et les macrophages. Par conséquent, les résultats obtenus sur les cocultures
de cellules épithéliales montrent qu’il n’y a pas la présence d’IL-1B que ce soit dans les

contrdles négatifs ou dans les cellules exposées aux PS. Les résultats ne sont pas présentés.

3.5.1. ELISA IL-8 sur coculture non différenciée, exposition aigue

Des cellules en cocultures WT et mutées, non différenciées, ont été exposées aux PS pour une
durée de 24h. L’exposition a de I’IL-1p ainsi qu’a du MDP (2 pg/mL) + LPS (10 pg/mL) ont
servi de contrdles positifs puisque ces deux contréles entrainent une augmentation significative

de la sécrétion de I’TL-8 par les cellules exposées.

Les résultats montrent une diminution significative de la concentration en IL-8 dans le
surnageant des cellules (aussi bien WT que mutées) ayant été exposés aux PS-NH>. Les tests
d’interférence réalisés ont permis de s’assurer que le résultat observé est di a I’action des PS-
NH: sur les cellules. Les PS-COOH n’entrainent pas de modification dans la concentration en

IL-8 dans les surnageants des cellules (Figure 19).
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Figure 19 : Quantification des IL-8 par le test ELISA dans le surnageant des cellules en cocultures non différenciées exposées
24h aux PS-COOH et PS-NH2.

PS-COOH de 500nm, 200nm, 100nm et 50nm aux concentrations 50ug/mL et 25 ug/mlL et aux PS-NH2 aux concentrations
6,25ug/mL et 3,125ug/mL. L’exposition a I'lL1b (10ng/mL) et aux MDP 2ug/mL + LPS 10ug/mL ont servi de contréles positifs.
Les valeurs moyennes * [’écart type de n = 3 expériences indépendantes sont données. * p < 0,05, exposés vs contréle.

3.5.2. ELISA IL-8 sur coculture différenciée

Des cellules en coculture (WT et mutées) différenciées 17 jours ont été exposées aux PS-COOH
de 500nm et 50nm, aux concentrations 100pg/mL ; 50pg/ml et 25ug/mL ainsi qu’aux PS-NH>
aux concentrations 12,5ug/mL ; 6,25ug/mL et 3,125ug/mL. L’exposition a 10ng/mL d‘IL-1p a
servi de contrdle positif. L’expérience a été réalisée en exposition aigue (24h d’exposition)
(Figure 20) et en exposition chronique (4 jours d’exposition) (Figure 21). Dans ces deux

conditions, aucune variation par rapport au controle n’a été observée.
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Figure 20 : Quantification des IL-8 par le test ELISA dans le surnageant des cellules en cocultures différenciées 17 jours,
exposées 24h aux PS-COOH et PS-NH.,.

PS-COOH de 500nm et 50nm aux concentrations 100ug/mlL ; 50ug/mL et 25 ug/mL et aux PS-NH, aux concentrations
12,5ug/mlL ; 6,25ug/mL et 3,125ug/mL. L’exposition a I'IL1b (10ng/mL) a servi de contréle positif. Graphe généré a partir des
moyennes + I’écart type des 5 puits exposés par condition, I'expérience n’a été menée qu’une fois.
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Figure 21 : Quantification des IL-8 par le test ELISA dans le surnageant des cellules en cocultures différenciées 17 jours,
exposées 4 jours aux PS-COOH et PS-NH,.

PS-COOH de 500nm et 50nm aux concentrations 100ug/mL ; 50ug/mL et 25 ug/mL et aux PS-NH, aux concentrations
12,5ug/mlL ; 6,25ug/ml et 3,125ug/mL. L’exposition a I'IL1b (10ng/mL) a servi de contréle positif. Graphe généré a partir des
moyennes + I’écart type des 5 puits exposés par condition, I'expérience n’a été menée qu’une fois.
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Les concentrations en IL-8 lors de I’exposition chronique aux PS sur les cellules différenciées
sont environ trois fois supérieures par rapport a la condition aigue. Cependant la concentration
d’TL-8 est également supérieure dans le contrdle négatif. Par conséquent, 1’exposition chronique
aux PS n’entraine pas de hausse dans la production d’IL-8 par rapport aux cellules controles.
Cette valeur plus ¢levée peut s’expliquer par le fait que les cellules ont été exposées apres 17
jours en culture, il est donc probable qu’il y ait davantage de cellules dans le puit. D’autre part,
la différenciation cellulaire modifiant le phénotype, il est possible que les cellules différenciées

secrétent davantage d’IL-8 que les cellules non différenciées.

La diminution de la concentration en IL-8 lors de 1’exposition aux PS-NH> des cellules non

différenciées n’a pas été observée lors de I’exposition des cocultures différenciées.
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4. Discussion

Le diagramme ci-dessous reprend 1’ensemble des tests réalisés durant cette étude (Figure 22).

| Test des PS-COOH et PS-NH, |

Tests sur cellules mutées

Non Différenciées

Tests sur cellules non mutées

Non Différenciées

Exposition aiglie | \ Exposition chronique ‘ \ Exposition aigue

Exposition aigue | | Exposition chronique | ‘ Exposition aigue

Test cytotoxicité
Test génotoxicité
Test inflammation

Test cytotoxicité
Test génotoxicité
Test inflammation

Test cytotoxicité
Test stress oxydant
Test génotoxicité
Test inflammation

Test cytotoxicité
Test génotoxicité
Test inflammation

Test cytotoxicité
Test génotoxicité
Test inflammation

Test cytotoxicité
Test stress oxydant
Test génotoxicité
Test inflammation

Figure 22 : Récapitulatif des tests réalisés dans cette étude.

4.1.Tests des PS-COOH sur cocultures d’épithélium intestinal humain

muté et non muté

4.1.1. Cytotoxicité

Les tests WST-1 n’ont pas mis en évidence de cytotoxicité des nanoparticules de PS-COOH
sur les différents modeles d’épithélium intestinal humain sain ou dont les cellules sont porteuses
de la mutation 1007fs sur le géne Nod2, mutation associée a la maladie de Crohn. La baisse
significative du métabolisme cellulaire observée a la concentration 100 pg/mL pour toutes les
PS-COOH n’entraine pas de baisse de la viabilité en dessous de 80%. L’effet cytotoxique est
donc mineur, ce seuil étant communément admis comme étant compris dans les limites de
variabilité de la méthode. De plus, cette concentration est trés élevée et n’est pas représentative

d’une exposition environnementale.

Aucune cytotoxicité n’a été mise en évidence sur les cellules en cocultures différenciées, méme

aux concentrations les plus élevées. Cela pourrait étre expliqué par le fait que la densité
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cellulaire apres 17 jours permet une protection face aux éléments extérieurs. Aussi, lorsque les
cellules Caco2 sont différenciées, elles présentent des microvillosités (31,32) du coté apical qui
limitent I’endocytose des matériaux volumineux tels que les nanoparticules voire les
agglomérats de NP puisque les microvillosités ont un role principalement dans I’absorption de
petites molécules (ions, H20). Les cellules Caco2 possédent également des jonctions serrées
qui renforcent 1’adhésion des cellules entre elles. De plus, les cellules HT29-MTX produisent
une grande quantité de mucus qui protége 1’épithélium (28). Enfin, du fait de leur plus grand
nombre, chaque cellule a moins de place et donc la surface d’exposition est réduite. Domenech
et al. ont obtenu des résultats similaires en exposant pendant 24h des cellules Caco2 non
différenciées a des PS-COOH, puisque méme a la concentration la plus élevée (200 pg/mL), la
diminution du pourcentage de viabilité cellulaire n’est pas significative par rapport au controle
(46). Un autre article a démontré que la viabilité des cellules en coculture différenciées Caco2

/ HT-29 n’est pas impactée par I’exposition aux PS-COOH pendant 24h (47).

4.1.2. Stress oxydant

Le test utilisant le DHR123 a été utilisé pour mesurer la production de ROS dans les cellules et
donc pour mettre en évidence un éventuel stress oxydant qui serait induit par les PS-COOH.
Sur la coculture Caco2-LV-Nod2'%"® / HT29-MTX, les nanoparticules de PS-COOH
n’entrainent pas d’effet anti-oxydant ou pro-oxydant sur les cellules, les PS-COOH n’entrainent
donc pas de stress oxydatif dans les cellules. Une conclusion similaire est faite pour 1’exposition
des PS-COOH sur les cellules Caco2-LV-Nod2 WT et HT29-MT X. Ces résultats sont en accord
avec ceux de Domenech et al. qui n’ont pas trouvé de hausse significative de la production de
ROS par les cellules Caco2 / HT-29 différenciées lors de 1’exposition a plusieurs concentrations
de PS-COOH (47).

4.1.3. Génotoxicité
Concernant la génotoxicité, notre étude est en accord avec la littérature (47) puisqu’aucune

génotoxicité n’a été mise en évidence avec le test des cometes sur les modéles sain (WT) et

muté pour I’exposition aux PS-COOH.
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4.1.4. Inflammation

L’exposition aux PS-COOH n’entraine pas de hausse de la production d’interleukine-8, entre
autres responsable de la mise en place des processus inflammatoires et de la réponse
immunitaire. Rubio et al. ont testé les effets de 1’exposition de PS-COOH sur plusieurs
populations de cellules immunitaires et ainsi ont mis en évidence des différences de réponses
parmi les lignées cellulaires. En effet, certaines lignées cellulaires ont montré une toxicité
1égeére, une production de ROS et de la génotoxicité lors de I’exposition aux PS-COOH alors
que d’autres lignées n’ont pas montré d’effet indésirable (48). Ces résultats mettent en évidence
I’importance de la sélection des lignées cellulaires lors de 1’évaluation des effets biologiques

des NP-PS.

4.2. Tests des PS-NH2 sur cocultures d’épithélium intestinal humain

muté et non muté

4.2.1. Cytotoxicité

Lors du test de cytotoxicité, nous observons sur les deux types de cocultures non différenciées
(muté et non muté) une diminution du métabolisme cellulaire avec 1’augmentation de la
concentration en PS-NHa. Les PS-NH> sont connues pour leur potentiel cytotoxique (44). Cette
diminution pourrait étre expliquée par une baisse du nombre de cellules vivantes dans
I’échantillon. En effet, les objets chargés positivement, comme les PS-NH> qui se retrouvent
sous forme PS-NH?3* en solution, sont connus pour étre toxiques pour les cellules (49). De plus,
il a été démontré que les PS-NH> sont internalisées dans les cellules et sont stockées dans les
lysosomes ou elles s’accumulent (45,50) ce qui entraine une augmentation du volume des
lysosomes et une rupture lysosomale entrainant la libération du contenu lysosomal dans le
cytosol. Il est alors observé une augmentation de la production de ROS intracellulaire et
I’accumulation d’autophagosomes. Plusieurs éveénements pro-apoptotiques se succédent

jusqu’a un point de non-retour de mort cellulaire (45).

Nous observons une diminution de la viabilité cellulaire avec les PS-NH, que nous ne

retrouvons pas avec les PS-COOH. La fonctionnalisation des billes de polystyréne et par
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conséquent la charge a la surface des billes semble avoir un réle dans la toxicité des particules

sur les cellules de 1’épithélium de I’intestin humain.

Le test WST-1 a permis de mettre en évidence une différence de sensibilité entre la coculture
WT et la coculture porteuse du géne muté, avec une diminution plus importante du métabolisme

cellulaire observeée sur la coculture mutée apres une exposition aux PS-NH..

Lors de I’exposition chronique des cocultures différenciées 17 jours, il est observé aux
concentrations les plus élevées (100 pg/mL et 200 pug/mL) en PS-NHz que la viabilité cellulaire
est largement diminuée par rapport a une exposition aigue. L’exposition des cellules épithéliales
intestinales a des polystyrenes, sur le long terme, pourrait donc étre délétere aux cellules. Il
pourrait y avoir davantage d’accumulation des PS-NH> lors d’expositions chroniques et cette
exposition sur plusieurs jours pourrait amoindrir les défenses des cellules. Par ailleurs, la
différence observée entre coculture mutée et non mutée n’est plus observable lors du test sur

coculture différenciée.

Puisque les PS-NH> ont un effet cytotoxique, nous avons cherché a comprendre par quel
mécanisme d’action elles exercent leur effet toxique. Pour cela, nous avons évalué leur impact
sur la balance oxydative de la cellule, nous nous sommes intéressés a la production de

médiateurs de I’inflammation et nous avons évalué¢ les effets génotoxiques potentiels.

4.2.2. Stress oxydant

La réalisation du test DHR123 mesurant le stress oxydant n’a pas mis en évidence de
changements significatifs de la production de ROS avec les PS-NH: sur la coculture Caco2-
LV-Nod27® nj sur la coculture non mutée WT. Le stress oxydant ne semble pas étre un
mécanisme par lequel les PS-NH. exercent leurs effets toxiques. Ceci est étonnant, parce qu’en
revanche, le test des cometes a mis en évidence une augmentation significative des cassures de
I’ADN lors de I’exposition a 3,125 pg/mL de PS-NH: aux cellules de la coculture non mutée.
Or, les dommages mis en évidence par le test des cométes sont des 1ésions oxydatives de I’ADN
(cassures simple ou double brin de I’ADN, sites alkali-labiles tels que des sites abasiques). Il
serait judicieux de mettre en ceuvre d’autres tests en vue d’identifier un potentiel stress oxydant
cellulaire. Le stress oxydant étant une altération de la balance entre production d’espéces

oxydantes et elimination de ces derniéres par les systemes antioxydants cellulaires (systemes
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enzymatiques ou moléculaires), il serait intéressant de rechercher d’éventuelles pertes d’activité
des systemes antioxydants. D’autre part, le test DHR123 ne détecte que certaines espeéces
réactives de 1’oxygéne (les ions superoxydes), d’autres, non détectées, sont peut-étre produites
et responsables des effets cellulaires observés. Le stress oxydatif est I’un des mécanismes mis
en évidence par lequel les NP-PS pourraient causer des dommages cellulaires (18). Lors de
I’étude de I’impact de NP-PS sur 1’épithélium alvéolaire, il a été démontré qu’une méme NP-
PS peut avoir des effets différents en fonction du type cellulaire. En effet, les PS-COOH
entrainent la production de ROS dans 2 des 3 types de cellules étudiées (51). De plus, les PS-
NH: entrainent sur ces mémes lignées cellulaires une augmentation de la mort cellulaire
induisant un stress oxydatif accru, accompagnée de marqueur indiquant la mort cellulaire
apoptotique. lls ont pu également mettre en évidence 1’augmentation des ROS par la réalisation

de 2 tests afin de couvrir I’ensemble du spectre des ROS (51).

4.2.3. Génotoxicité

Il n’a pas été mis en évidence de hausse dans la quantification des dommages a I’ADN sur le
mode¢le d’épithélium intestinal porteur de la mutation sur le géne Nod2. Les faibles variabilités
observées pourraient étre causées par des additifs présents dans les billes de polystyréne.

Cependant, la liste des additifs n’est pas fournie par le fabricant.

Il serait judicieux de confirmer cette hypothése par la réalisation d’autres tests de génotoxicite,
comme des tests de quantification des cassures double brin de I’ADN, qui sont elles aussi des
Iésions oxydatives de I’ADN. Par exemple il pourrait étre envisagé de quantifier ces cassures
via 'immunomarquage de 53BP1, qui est une protéine de réparation de I’ADN qui se fixe sur
les sites de cassures et y forme des foci qui peuvent alors étre comptés. Ce test permettrait
d’identifier plus précisément le type de dommage causé par les particules de PS, puisqu’il

détecte spécifiquement les cassures double brin.

4.2.4. Inflammation
Le test ELISA permettant de quantifier la sécrétion d’IL-8 a montré une diminution de la
concentration en IL-8 dans le surnageant des cellules non différenciées exposées. Il est toutefois

important de rappeler qu’a la concentration 6,25 pg/mL, les PS-NH> sont cytotoxiques pour les
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cocultures mutées. La diminution de la quantité d’IL-8 pourrait étre expliquée par la baisse de
viabilité cellulaire. Cette diminution n’est pas observée sur les cellules différenciées car il n’y
a pas de cytotoxicité a cette concentration. Des résultats différents ont été trouves lorsque des
cellules d’épithélium alvéolaire et des macrophages ont été exposés aux PS-NH: puisque les

PS-NH: ont induit un niveau plus élevé de libération d’IL-8 par rapport aux PS-COOH (51).

4.3. Différences entre PS-COOH et PS-NH:>

Nous avons mis en évidence une différence de toxicité entre les PS-COOH et les PS-NH>. Une
hypothése serait que la charge a la surface des billes permet ou non leur passage a travers les
membranes cellulaires et seraient donc plus ou moins internalisées. Dans le milieu, les PS-
COOH se trouvent sous forme PS-COO" et les PS-NH> sous forme PS-NHs". Les membranes
cellulaires étant chargées negativement, les PS-NH> pourraient plus facilement traverser la
membrane cellulaire. De plus, les particules de taille inférieure a 150 nm peuvent traverser la
barriere intestinale (17,18). Les PS-NH., de taille 50 nm, sont donc assez petites pour passer au
travers du tractus gastro-intestinal. Cependant cette hypothese ne semble pas étre a retenir. En
effet, nous avons réalisé des premieres images en imagerie confocale sur des cellules non
différenciées exposées aux NP. Celles-ci montrent que les deux types de NP-PS s’accumulent
dans les cellules, a priori dans la voie endo-lysosomale. Ces premiers résultats sont en accord
avec la littérature qui a déja démontré que les nanoparticules de polystyréne, bien qu’étant
chargées dans 1’eau (positivement pour les PS-NH> et négativement pour les PS-COOH), sont
recouvertes de protéines et de biomolécules une fois exposées dans un environnement
biologique (milieu de culture) (51). Les complexes corona-nanoparticules qui en résultent,
généralement proches de la neutralité ou légérement négatifs en raison des protéines adsorbées,

sont ensuite absorbés par la cellule, ou ils s’accumulent dans les lysosomes (45,50,52,53).

Par conséquent, la toxicité des PS-NH> n’est pas due a I’internalisation des PS dans les cellules,
mais impliquerait d’autres processus et les PS-COOH s’accumuleraient dans les cellules sans
étre toxiques. La couronne de protéines autour des PS-NH2 pourrait alors étre degradée une fois
internalisée dans les lysosomes, et ce phénoméne s’accompagnerait d’un gonflement des
lysosomes et d’une rupture lysosomale, entrainant la libération du contenu lysosomal dans le
cytosol (45). Cela pourrait augmenter la possibilité d'une interaction directe entre les PS-NH>
et les organites cellulaires, entrainant la mort cellulaire par apoptose (51). En revanche, lors de
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I’exposition aux PS-COOH, Frohlich et al. rapportent une altération de 1’activité enzymatique
lysosomale sans causer aucun gonflement ni perturbation lysosomale (53). De tels processus
pourraient expliquer les différences de cytotoxicité du polystyréne, cationique et anionique.
Ainsi, la perturbation lysosomale et la libération d'enzymes lysosomales pourraient contribuer
a la mort cellulaire induite par les PS-NHo, car il a été démontré que ces enzymes activent les

voies de mort cellulaire apoptotique (51).

Les ¢tudes d’accumulation chez les mammiféres manquent. La premicre €¢tude a avoir fait ces
recherches fait part d’une bioaccumulation qui s’accentue au fil du temps, dans le foie, les reins
et les intestins des souris ayant été exposées a des microparticules de polystyréne de 5 a 20 um
(54). De plus, I’étude publiée récemment par Liang et al. met en évidence une toxicité combinée
des micro- et nano-particules de polystyréne entrainant un dysfonctionnement de la barriére
intestinal sur des souris exposees. Ce dysfonctionnement est dii a I’apoptose des cellules

épithéliales mediée par les ROS (55).

4.4. Analyse critique et perspectives

Les nanoparticules de polystyréne fonctionnalisées avec un groupement carboxyle n’ont montré
que peu d’effets toxiques, que ce soit sur les cellules en coculture WT ou mutées. Les particules
de plastiques peuvent adsorber des contaminants a leur surface comme des pesticides ou encore
des métaux (56) et une vaste gamme d’additifs sont utilisés dans la formulation des plastiques
comme les phtalates, bisphénols, époxydes. Or, pour une grande partie d’entre eux, des effets
néfastes sur la santé ont été mis en avant (57). Par conséquent, il serait pertinent de tester des
particules de plastiques vieillis ou ayant adsorbé des polluants. Aussi, les tests sur les
organoides d’intestin in vitro permettraient d’avoir une meilleure représentativité des effets des

particules sur 1’épithélium intestinal.

4.4.1. Alternative aux cultures en 2 dimensions : les organoides

Les expérimentations de toxicologie utilisent encore beaucoup les modéles animaux pour
réaliser des expériences in vivo. Ces modéles animaux permettent d’avoir une bonne
représentativité et des modéles plus fiables par rapport aux essais in vitro, qui sont, par

définition, plus simplifiés. Cependant, du fait de la prise de conscience de la nécessité de réduire
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le nombre d’animaux de laboratoire utilisés lors des expérimentations, des approches
alternatives sont développées. Les organoides en sont un exemple puisque ces modeles in vitro
en trois dimensions permettront de pallier le manque de représentativité des modeles in vitro en
deux dimensions. Les organoides sont des modeles complexes dont la structure, 1’organisation
et I’anatomie se rapprochent de I’organe dont ils dérivent. Un mod¢le d’organoide d’intestin in
vitro, en trois dimensions (3D), de type minigut (58) pourrait étre mis en place pour évaluer in
vitro les effets toxiques de nanoparticules de polystyrene. Les organoides gastro-intestinaux

sont constitués d’un épithélium qui a la capacité de s’auto-organiser.

L’épithélium intestinal est un tissu ordonné en cryptes et villosités a renouvellement rapide, ce
qui est rendu possible par la présence de cellules souches pluripotentes dans le fond des cryptes
de I’intestin. Ces cellules se divisent dans le fond des cryptes, donnant naissance a des cellules
filles qui migrent tout en se différenciant le long des villosités, et sont éliminées par apoptose
aux extrémités des villosités. Les cellules souches auto-renouvelables situees au niveau du fond
des cryptes, vont produire des cellules amplificatrices de transit (TA) a prolifération rapide.
C’est a partir de ces cellules souches pluripotentes que tous les types cellulaires de 1I’épithélium
de T’intestin sont produits. Les entérocytes, les cellules caliciformes et les cellules entéro-
endocrines se développent a partir des cellules TA et continuent leur migration le long de 1’axe
crypte-villus. Le quatrieme type de cellules différenciées majeur, la cellule de Paneth, réside au
fond de la crypte (59).

Les organoides d’épithélium intestinaux peuvent étre formés a partir de plusieurs méthodes.
L’une d’elles consiste a prélever des cryptes dans I’intestin gréle de souris adultes. Une fois
isolées, ces cryptes intestinales contenant des cellules souches doivent étre placées dans une
boite de culture cellulaire avec un milieu de culture spécifique appelé matrigel, dans lequel sont
ajoutés des facteurs de différenciation, jusqu’a leur compléte différenciation en miniguts. Le

matrigel est utilisé comme substitut ex vivo a la matrice extracellulaire(60).

Lorsque les conditions de culture le permettent, in vitro, les cryptes vont subir plusieurs
remaniements, notamment la partie ouverte de la crypte qui va se refermer. Par la suite, la crypte
va subir des phénomenes de bourgeonnements, ce qui va mener a la formation de sphéroides,
c’est-a-dire de structures fermées composées de domaines épithéliaux de type villosites dans

lesquels tous les types de cellules différenciées sont présents (59).
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Le centre de 1’organoide correspond au lumen de I’intestin, par conséquent, pour exposer les
organoides aux nanoplastiques de polystyréne, des micro-injections doivent étre réalisées pour
reproduire le phénomene d’absorption intestinale. Ainsi, puisque tous les types cellulaires sont
présents au sein de 1’organoide, il est alors possible de voir I’impact et le devenir de particules

qui seraient internalisées.

4.4.2. Exposition aux nanoparticules et maladie de Crohn

Les PS-NH2, dont la cytotoxicité a été démontrée, ont permis de mettre en évidence une
différence de sensibilité entre les cocultures non mutées et mutees. La maladie de Crohn est une
maladie inflammatoire chronique de D’intestin qui est favorisée par des prédispositions
génétiques, des facteurs environnementaux et un dysfonctionnement du systeme immunitaire.
Les nanoparticules représentent donc un facteur environnemental qui pourrait avoir un impact
sur le déclenchement ou I’aggravation de la maladie de Crohn. Il resterait a évaluer si d’autres
mécanismes entrainant 1’inflammation pourraient étre mis en jeu lors de I’exposition de ces
cellules porteuses d’un gene de prédisposition a la maladie de Crohn a des toxiques
environnementaux. Puisque le principal symptéme de cette maladie est une inflammation, il
serait intéressant de tester la réponse du systéme immunitaire aprés une exposition aux
nanoparticules de polystyréne. Des tests sur des modeles 3D de cultures alliant cellules
épithéliales et cellules immunitaires ont été réalisés et permettraient de rendre compte de tels
effets (61).
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5. Conclusion

Les résultats a I’issue de cette étude et qui feront 1’objet d’un article, ont permis d’avoir une
idée de la toxicité de nanoparticules de polystyréne fonctionnalisées avec différents
groupements (-COOH et -NH2) sur deux mod¢les d’épithélium intestinal humain. Les tests
réalisés pendant cette ¢tude n’ont pas mis en évidence d’effet particulier sur les cellules mutées
avec le géne NOD?2 associé a la maladie de Crohn, compare aux cellules non mutées, toutefois,
du fait de I’augmentation de la prévalence de la maladie dans la population générale,
I’évaluation d’un tel impact devrait étre poursuivi. De nombreux essais de toxicologie
pourraient encore étre réalisés afin de mieux connaitre les effets des micro- et nano-plastiques
sur la santé humaine. Les PS-COOH sont généralement caractérisées par une absorption
cellulaire importante et des effets toxiques faibles ou inexistants (47,62). En effet, méme si les
effets cellulaires des PS-COOH ne sont pas aussi évidents que, par exemple, la mort cellulaire
et ’inhibition de la prolifération, la biopersistance et I’accumulation de PS-COOH pourraient
interférer avec la fonction physiologique des cellules et des organes. L’adsorption de divers
contaminants environnementaux par les NP-PS dont la toxicité a été démontrée, comme les
métaux lourds (63) ou les polluants organiques persistants (POP) (64) pourrait intensifier leur
bioaccumulation et leur toxicité (65). Par conséquent, le risque toxicologique réel des PS-
COOH pourrait étre associé a leur role potentiel en tant que porteurs de différents polluants
environnementaux (46). Toutefois, 1’ingestion ne constitue qu’une partie de I’apport humain
potentiel en NP. Du fait de I’omniprésence des NP, de multiples sources et voies d’exposition
sont prévisibles, dont I’inhalation en raison de la présence de NP dans I’air des zones urbaines
(66). Aussi, peu d’études se sont intéressées a I’accumulation des NP chez les mammifeéres. Or,
avec I’émergence des nanotechnologies et des nanomédecines il est primordial de comprendre

les mécanismes d’actions et d’évaluer les risques pour la santé humaine.
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Annexe 1 : Essais de cytotoxicité sur cocultures différenciées 17 jours Caco2-WT/HT29-MTX et Caco2-1007fs/HT29-MTX ;

exposition aigue aux PS-COOH 500 nm et 50 nm.

Concentrations en PS-COOH : 0 ug/mlL ; 3,125 ug/mL, 6,25 ug/mL; 12,5 ug/mL; 25 ug/mL; 50 ug/mL; 100 ug/mL ; 200
ug/mL. Les résultats sont exprimés en pourcentage de la viabilité cellulaire par rapport au contréle. Graphe généré a partir
des moyennes # [’écart type des 5 puits exposés par condition, I'expérience n’a été menée qu’une fois.
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Annexe 2 : Essais de cytotoxicité sur cocultures différenciées 17 jours Caco2-WT/HT29-MTX et Caco2-1007fs/HT29-MTX ;
exposition répétée aux PS-COOH 500 nm et 50 nm.

Concentrations en PS-COOH : 0 ug/mL; 3,125 ug/mL, 6,25 ug/mL; 12,5 ug/mL; 25 ug/mL; 50 ug/mL; 100 ug/mL ; 200
ug/mL. Les résultats sont exprimés en pourcentage de la viabilité cellulaire par rapport au contréle. Graphe généré a partir
des moyennes # [’écart type des 5 puits exposés par condition, I'expérience n’a été menée qu’une fois.
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Annexe 3 : Test DHR123 sur les cellules en coculture Caco2-LV-Nod2 WT / HT29-MTX exposées aux PS-COOH.

PS-COOH de 50nm ; 100 nm ; 200 nm et 500 nm aux concentrations 12,5 ug/mL, 25 ug/mL et 50 ug/mL et PS-NH; 50 nm aux concentrations 3,125 ug/ml, 6,25 ug/mlL et 12,5 ug/mL. Mesures
prises a TOh, TO,5h, T1h, T2h, T4h, T6h et T24h. Les résultats sont exprimés en pourcentage de fluorescence par rapport au contréle. Le luperox a servi de contréle positif. Les valeurs moyennes +
I’écart type de n = 3 expériences indépendantes sont données. * p < 0,05, exposés vs controle.
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Annexe 4 : Test DHR123 sur les cellules en coculture Caco2-LV-Nod21%07fs / HT29-MTX exposées aux PS-COOH.
PS-COOH de 50nm ; 100 nm ; 200 nm et 500 nm aux concentrations 12,5 ug/mL, 25 ug/mL et 50 ug/mL et PS-NHz 50 nm aux concentrations 3,125 ug/mlL, 6,25 ug/mL et 12,5 ug/mL. Mesures

prises a TOh, TO,5h, T1h, T2h, T4h, T6h et T24h. Les résultats sont exprimés en pourcentage de fluorescence par rapport au contréle. Le luperox a servi de contréle positif. Les valeurs moyennes +
I’écart type de n = 3 expériences indépendantes sont données. * p < 0,05, exposés vs contréle
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Annexe 5 : Test d’interférence des PS avec le milieu de culture, dans des plaques sans cellule.
PS-COOH de 50nm ; 100 nm ; 200 nm et 500 nm aux concentrations 12,5 ug/mL, 25 ug/mL et 50 ug/mL et PS-NH> 50 nm aux concentrations 3,125 ug/mlL, 6,25 ug/mlL et 12,5 ug/mL. Mesures
prises a TOh, TO,5h, T1h, T2h, T4h et T6h. Les résultats sont exprimés en pourcentage de fluorescence par rapport au contréle.
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Annexe 6 : Test d’interférence des PS dans du milieu de culture, avec 10% de DHR123, dans des plaques sans cellule.
PS-COOH de 50nm ; 100 nm ; 200 nm et 500 nm aux concentrations 12,5 ug/mL, 25 ug/mL et 50 ug/mL et PS-NH; 50 nm aux concentrations 3,125 ug/ml, 6,25 ug/mL et 12,5 ug/mL. Mesures
prises a TOh, TO,5h, T1h, T2h, T4h et T6h. Les résultats sont exprimés en pourcentage de fluorescence par rapport au contréle.
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Annexe 7 : Test des cometes réalisé sur coculture différenciée de cellules Caco2-LV-Nod2 WT / HT29-MTX et coculture de
cellules Caco2-LV-Nod21007fs / HT29-MTX, aprés exposition aigue & des PS-COOH de 50 nm et 500 nm aux concentrations 25
ug/mL et 50 ug/mL et des PS-NH> de 50 nm aux concentrations 3,125 ug/mL et 6,25 ug/mL.

Les cométes sont visualisées grdce au microscope a fluorescence et au logiciel Comet Assay IV. Les résultats sont exprimés en
pourcentage d’ADN par rapport au contréle. MIMS a 30 ug/mL a servi de contréle positif. Graphe généré a partir des moyennes
+ [’écart type des 5 puits exposés par condition, I'expérience n’a été menée qu’une fois.
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Annexe 8 : Test des cometes réalisé sur coculture différenciée de cellules Caco2-LV-Nod2 WT / HT29-MTX et coculture de
cellules Caco2-LV-Nod21907fs / HT29-MTX, aprés expositions répétées a des PS-COOH de 50 nm et 500 nm aux concentrations
25 ug/ml et 50 ug/ml et des PS-NH, de 50 nm aux concentrations 3,125 ug/ml et 6,25 ug/mL.

Les cométes sont visualisées grdce au microscope a fluorescence et au logiciel Comet Assay IV. Les résultats sont exprimés en
pourcentage d’ADN par rapport au contréle. MIMS a 30 ug/mL a servi de contréle positif. Graphe généré a partir des moyennes
+ ’écart type des 5 puits exposés par condition, I'expérience n’a été menée qu’une fois.
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Résumé

Les plastiques sont omniprésents dans ’environnement ou ils sont retrouvés de maniére
ubiquitaire dans les eaux, les sols et I’air et a différentes tailles, allant des plastiques
macroscopiques aux dimensions nanométriques. La voie d’exposition majeure aux plastiques
est via I’ingestion. Or, il a été démontré que les particules de taille inférieure a 150 nm peuvent
traverser le tractus gastro-intestinal. Pourtant, 1’impact sur la santé humaine de ces
nanoplastiques n’est a ce jour pas demontré. C’est pour cela que dans cette étude, des modéles
d’¢épithélium intestinal humain ont été utilisés pour tester la toxicité de nanoparticules de
polystyréne, une catégorie de plastique largement présente dans I’environnement. Des modeles
d’épithélium en coculture ont été utilisés, composés d’entérocytes Caco2-LV-Nod2 WT ou
Caco2-LV-Nod21%7® et des cellules sécrétrices de mucus HT29-MTX. Ainsi, un modeéle
d’épithélium sain et un modéle d’épithélium comportant des cellules porteuses d’un géne
associé a la maladie de Crohn ont été utilisés. La maladie de Crohn est une maladie
inflammatoire chronique du tube digestif qui est favorisée par des facteurs environnementaux.
Des tests pour évaluer la toxicité de ces nanoplastiques ont été effectués afin de déterminer
I’impact de ces nanoparticules sur la santé humaine : 1’évaluation de la cytotoxicité, la mise en
évidence d’espéces réactives de 1’oxygene et de marqueurs de I’inflammation et des tests de
génotoxicité. Cette étude fournit des informations sur la toxicité des nanoparticules de
polystyréne sur les cellules de I’intestin humain, qui sont utiles pour évaluer le risque de ces

nanoparticules chez I’homme.

Mots-clés : toxicité ; nanoparticules ; plastique ; polystyrene ; épithélium intestinal




