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• Culture de l’intégrité scientifique, 20 novembre 2018 - formation en ligne - ARCHE 

Formations dans le cadre institutionnel 

• Formation à la culture de prévention, Nancy, 19 janvier 2017 
• Sauveteur secouriste du travail (SST), Nancy, 20 janvier 2017 
• Azote liquide: agir en cas d'urgence et savoir utiliser les gaz purs et mélanges, INRS, 5 avril 2017  
• Prévention des risques biologiques, INRS, novembre 2016 
• Formation risques chimiques, INRS, juin 2019 
• Formation risques professionnels, juin 2019  



 

 

 

Présentation du contexte des travaux  

Les travaux présentés dans ce mémoire sont le résultat d’une collaboration entre l’Unité Mixte de 

Recherche 7039 associée au CNRS, intitulée Centre de Recherche en Automatique de Nancy (CRAN), 

et l’Institut National de Recherche et de Sécurité (INRS). Le CRAN est composé de plusieurs 

départements dont le Département de Biologie, Signaux et Système en Cancérologie et Neurosciences 

(BioSiS).  Les travaux s’inscrivent au sein de ce département dans l’axe cancérogenèse expérimentale. 

L’INRS, association loi de 1901 à but non lucratif crée en 1947, travaille sur la prévention des accidents 

du travail et des maladies professionnelles. L’INRS concentre son activité sur la santé, la sécurité au 

travail, et la prévention des risques professionnels, au profit des salariés et des entreprises du régime 

général de la sécurité sociale. De plus, l’INRS apporte ses compétences à d’autres acteurs de la 

prévention tels que les caisses d'assurance retraite et de la santé au travail (CARSAT), les médecins 

du travail et les services de l’inspection du travail. Parmi les thématiques de recherche en santé-travail, 

l’INRS s’intéresse aux risques cancérogènes associés aux agents chimiques auxquels sont exposés 

les salariés. L’institut a développé un certain nombre d’essais expérimentaux in vivo et in vitro visant à 

qualifier le potentiel cancérogène des agents chimiques incluant les particules, fibres et nanoparticules. 

In vitro, les effets des composés sont étudiés sur des modèles cellulaires adaptés capables de 

reproduire les premières étapes de la cancérogenèse chimique. Le développement de ces modèles 

pourrait être une alternative à l’utilisation du modèle animal.  

 

Les travaux présentés dans le cadre de cette thèse concernent le risque toxicologique lié à l’exposition 

à des nanoparticules de silice amorphes synthétiques (SAS), retrouvées dans la composition de 

nombreux objets, de produits cosmétologiques et alimentaires. Plusieurs études ont montré que ces 

composés présentent une toxicité, dépendante du type de nano-objet. Les silices de type cristalline sont 

des composés capables d’induire une cancérogenèse chimique. A l’inverse, il existe peu de données 

sur le potentiel cancérogene des SAS. C’est ce potentiel qui a été étudié au cours de ces travaux, en 

utilisant un modèle de transformation cellulaire, la lignée murine Bhas 42. 

Nous avons montré que la lignée Bhas 42 peut être utilisée pour mettre en évidence le potentiel des 

SAS dans la transformation des cellules Bhas 42, première étape de la cancérogenèse chimique. Par 

une analyse globale de transcriptomique, nous avons mis en évidence une signature génique commune 

aux SAS testées. Au terme de cette étude, les avantages et les limites du modèle cellulaire Bhas 42 

seront discutés, à l’instar des résultats.  
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Chapitre I : INTRODUCTION : ETAT DE L’ART 

1. LES NANOMATERIAUX : Définitions et propriétés 

C’est en 1974 que le terme « nanotechnologie » a été utilisé pour la première fois. « Nano » 

vient du grec nannos qui signifie nain. Les nanomatériaux sont des objets ayant au moins une dimension 

dont la taille est inférieure à 100 nm et peuvent être retrouvés dans l’environnement naturel ou produits 

de façon synthétique. Il existe deux types de nanomatériaux : les nano-objets et les matériaux nano-

structurés (Figure 1). Les nano-objets présentent une, deux ou trois dimensions externes (longueur, 

largeur, profondeur/hauteur/épaisseur) à l’échelle du nanomètre. Parmi les nano-objets, il est possible 

de distinguer quatre catégories : 

• les nanoparticules de forme sphérique qui possèdent les trois dimensions externes à l’échelle 

nanométrique et regroupent par exemple les nanoparticules de silice (SiO2) ; 

• les nanofibres, nanotubes, nanofilaments, nanobâtonnets qui sont des nano-objets dont deux 

dimensions externes sont de taille nanométrique et la troisième est significativement supérieure 

comme par exemple les nanotubes de carbone ; 

• les nanofeuillets, nanoplats ou nanoplaquettes dont une seule dimension est de taille 

nanométrique tandis que les deux autres sont significativement supérieures comme par 

exemple les nanofeuillets d’argile ; 

• les « quantum dot », qui sont des nanoparticules de taille extrêmement réduite, dont l’addition 

ou la perte d’un seul électron des atomes qui les constituent suffit pour changer leurs propriétés 

physiques.  

Ces nano-objets peuvent être utilisés sous la forme de poudre, de suspension liquide ou de gel. 

 

Les matériaux nanostructurés sont, quant à eux, des matériaux qui possèdent une structure interne ou 

de surface à l’échelle nanométrique. Parmi eux, il est possible de distinguer plusieurs familles : 

• les agrégats et agglomérats de nano-objets qui possèdent une forme individuelle ou sont sous 

forme d’agrégats ou d’agglomérats, comme c’est le cas des particules de SiO2 que nous 

avons étudiées ; 

• les nanocomposites ;  

• les matériaux nanoporeux qui, eux, possèdent des pores nanométriques comme les aérogels 

de silice. 
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Figure 1 : Représentation schématique des différents nanomatériaux existants.  
Le groupe des nano-objets comprend les nanoparticules qui sont sous forme sphérique, les nanofibres ou 
nanotubes qui sont, comme leur nom l’indique, sous forme de fibre ou de tube et les nanofeuillets ou 
nanoplaquettes sous forme plane. Dans le groupe des nanomatériaux nanostructurés, il est possible de retrouver 
des agrégats ou agglomérats de nano-objets, des nanocomposites qui sont des nano-objets incorporés dans 
une matrice ou sur une surface et les matériaux nanoporeux qui possèdent des pores nanométriques au niveau 
de leur structure (Witschger and Ricaud, 2012). 

 

2. LES NANOMATERIAUX DE SILICE 

2.1 Enjeux et domaines d’application 

Les nanomatériaux sont, aujourd’hui, en pleine expansion car leurs propriétés permettent des avancées 

technologiques bénéfiques dans de nombreux domaines industriels ou de la santé. En effet, depuis une 

quinzaine d’années, les nanomatériaux ne sont plus seulement utilisés en laboratoire mais également 

en industrie où ils sont incorporés à de nombreux produits (Anses, 2014; Ministère de l’Ecologie, du 

Développement durable et de l’Energie, 2018). Leur commercialisation est de plus en plus importante 

et elle favorise un développement économique considérable, notamment du fait du nombre et de la 

diversité des secteurs industriels concernés. Parmi les différents domaines industriels, nous pouvons 

citer l’informatique et l’électronique, la médecine, la cosmétique, l’alimentation, les bâtiments et travaux 

publics, les sports et loisirs. Dans cette étude, nous nous sommes plus particulièrement intéressés aux 

nanoparticules de silice car leurs domaines d'application sont nombreux notamment en raison de leur 

facilité de production et d'un coût faible (Chang et al., 2007). En effet, les nanoparticules de silice sont 

utilisées dans les peintures, les vernis, la colle, les déshydratants, les plastiques, le caoutchouc, les 

encres d’imprimerie, dans les dentifrices, les produits pharmaceutiques. Elles sont souvent employées 

comme agents isolants capables de minimiser la conduction de chaleur, agents de suspensions, agents 

épaississants et agents anti-coulures ; elles permettent de renforcer le caoutchouc et on les utilise aussi 

dans les emballages alimentaires ou comme  additifs alimentaires (Dekkers et al., 2011). Jusqu'en 2012, 

près de 1,5 millions de tonnes de nanoparticules de silice avaient déjà été produites sur le marché 

mondial et en 2013, elles sont devenues l'un des trois nanomatériaux les plus produits au monde 

(Liljenström et al., 2013). De plus, les nanoparticules de silice sont synthétisées avec une 

biocompatibilité et une haute stabilité et sont donc prometteuses pour diverses applications 

diagnostiques ou thérapeutiques en médecine. Par exemple, elles sont utilisées en thérapie 
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anticancéreuse (Hirsch et al., 2003), pour la transfection d’ADN (Bharali et al., 2005) et en imagerie 

moléculaire (Shi et al., 2010) ou pour l’administration de médicaments (Venkatesan et al., 2005). La 

production industrielle à grande échelle et la commercialisation mondiale des nanoparticules de silice 

augmentent le risque d'expositions humaines et soulèvent l’inquiétude concernant leurs potentiels effets 

nocifs sur la santé (Murugadoss et al., 2017; Napierska et al., 2010). Ainsi, l’utilisation des 

nanoparticules de silice comme additifs alimentaires suscite beaucoup de débats (Dekkers et al., 2011).  

 

Ainsi, les salariés des industries où sont manufacturées les nanoparticules de silice, le personnel des 

laboratoires de recherche ainsi que les consommateurs, sont exposés aux nanoparticules de silice. 

Mais à ce jour, il est difficile d’évaluer la durée et la fréquence des expositions ainsi que les mesures de 

protection mises en œuvre.  

2.2 Les différentes formes de silice 

La SiO2 est une forme naturelle qui entre dans la composition de nombreux minéraux. Elle est retrouvée 

en grande majorité au niveau du manteau ou de l’écorce terrestre puisque cette dernière est en effet 

composée de plus de 60% de silice. La silice est un minéral très dur blanc ou transparent, pouvant se 

présenter sous différentes formes. Le quartz, la cristobalite et la tridymite existent sous forme cristalline 

tandis que la terre de diatomée (DE), une silice  naturelle, est sous forme amorphe (Ricaud, 2007) 

(Figure 2).  

Le terme cristallin désigne le fait que les constituants sont assemblés de manière régulière comme le 

tétraèdre SiO4, qui se répète de façon périodique dans les trois dimensions de l’espace, alors que dans 

une structure amorphe, les tétraèdres SiO4 n’ont pas de structure spatiale fixe (Institut de veille sanitaire, 

2010) (Figure 3).  

 

Afin de tester un ensemble représentatif de nanomatériaux manufacturés, nous nous sommes plus 

particulièrement intéressés aux nanoparticules de silice amorphes synthétiques (SAS) précipitées (NM-

200 et le NM-201) et pyrogénées (NM-202 et le NM-203) fortement produites à l’échelle industrielle 

(Tableau 1 caractéristiques physico-chimiques des nanoparticules étudiées). Chacun de ces 

nanomatériaux provient d'un lot respectif de SAS fabriquées dans l’industrie.  

 



 

4 

 

 

Figure 2 : Les différentes formes de silice. La silice existe sous deux formes : cristalline et amorphe 
(naturelle ou synthétique).  
Parmi les silices cristallines, citons le quartz, la cristobalite et la tridymite. Les silices amorphes peuvent être 
naturelles comme la terre de diatomée, et obtenues suite à un procédé de production comme les fumées de 
silice ou synthétisées par une industrie. Les SAS sont obtenues à partir de deux principaux procédés industriels : 
par voie humide (silices précipitées, colloïdales et gels de silice) et par voie thermique (silices pyrogénées). En 
bleu sont représentées les particules étudiées au cours de cette thèse. 

 

 

 

Figure 3 : Représentation bidimensionnelle de la silice.  
A) Silice cristalline ; B) Silice amorphe. 
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2.3 Les nanoparticules de silice amorphes 

2.3.1 Procédés de synthèse 

Les SAS sont principalement synthétisées par un procédé à haute température, pour produire de la 

silice pyrogénée ou par un procédé humide à basse température pour former de la silice précipitée, 

colloïdale, ou des gels de silice (Napierska et al., 2010). 

A. Les SAS précipitées  

Le procédé de fabrication des silices précipitées consiste à faire réagir un acide sulfurique avec une 

solution de silicate de sodium. L’acide sulfurique permet l’acidification du silicate de sodium, dissous 

dans l’eau, qui produit un précipité gélatineux. Cette étape de synthèse est suivie d’une seconde étape 

de filtration permettant de récupérer la dispersion de silice, d’une étape de lavage consistant à éliminer 

les sels et les impuretés, puis des étapes de déshydratation et de broyage. Ensemble, ces différentes 

étapes permettent la formation progressive d’un dépôt et donc contribuent à la formation de silices 

précipitées contenant des pores de différentes tailles (Napierska et al., 2010; Rasmussen et al., 2013; 

Ricaud, 2007). Les SAS précipitées NM-200 et NM-201 sont produites par cette méthode. 

B. Les SAS colloïdales 

Afin d’obtenir des SAS colloïdales, une solution de silicate de sodium est passée sur des résines 

échangeuses de cations. Les SAS colloïdales sont des suspensions de particules de forme quasiment 

sphérique avec un diamètre compris entre 10 et 100 nm. Leur concentration en SiO2 est, la plupart du 

temps, inférieure à 50 % en masse et elles sont stables dans l’eau (Napierska et al., 2010; Ricaud, 

2007).  

C. Les gels de silice 

Le gel de silice est un polymère d'acide silicique Si(OH)4 formé à partir de silicate de sodium. La 

fabrication des gels de silice se fait de la même manière que celle de la silice précipitée mais à un pH 

différent. L’acide sulfurique va donc réagir avec la solution de silicate de sodium à un pH inférieur à 7 

(Napierska et al., 2010; Ricaud, 2007). Suite à cette étape de synthèse est obtenue une suspension 

d’hydrogel correspondant à de très fines particules de silice qui subiront par la suite des étapes de 

filtration, de lavage et de séchage afin d’obtenir un gel de silice poreux (Napierska et al., 2010; Ricaud, 

2007).  

D. Les SAS pyrogénées 

Les SAS pyrogénées ou de pyrohydrolyse sont synthétisées industriellement par hydrolyse du 

tétrachlorure de silicium (SiCl4) à très haute température (> 1000°C) dans une flamme d'hydrocarbure 

riche en oxygène. Sous la flamme, des molécules d’hydrogène réagissent avec les molécules d’oxygène 

de l’air pour former de l’eau qui en réagissant avec le SiCl4 entrainent la formation du SiO2 en éliminant 

des groupements HCl formés (Rasmussen et al., 2013; Ricaud, 2007).  
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Ce processus peut être exprimé par les équations simples suivantes : 

• 2H2 + O2 → 2 H2O 

• SiCl4 + 2H2O → SiO2 + 4 HCl 

• 2H2 + O2 + SiCl4 → SiO2 + 4 HCl 

Une des caractéristiques du procédé de synthèse des SAS pyrogénées est que les substances sont 

introduites dans la flamme à l'état gazeux. Dans la chambre de combustion, le SiCl4 est vaporisé en 

premier puis mélangé avec l'air et l'hydrogène. Au fur et à mesure que les composés progressent dans 

la chambre de combustion, de minuscules particules se forment et restent à l’état liquide à haute 

température. Elles fusionnent entre elles et forment des gouttelettes plus grosses. Dans les zones plus 

froides de la flamme, les gouttelettes commencent à se solidifier et fusionnent partiellement entre elles 

pour former des agrégats. Dans les zones encore plus froides de la flamme, les agrégats se solidifient 

totalement et se lient les uns aux autres par des interactions faibles pour former des agglomérats. La 

variation de la concentration des réactifs, de la température de la flamme et du temps de séjour du gaz 

dans la chambre de combustion permet aux fabricants de contrôler les propriétés physico-chimiques de 

ces SAS telles que la surface spécifique et la taille des particules (Rasmussen et al., 2013). Ce procédé 

permet de produire les SAS pyrogénées NM-202 et NM-203. 

2.3.2 Caractéristiques physico-chimiques des nanoparticules étudiées 

Les principales caractéristiques des SAS précipitées NM-200, NM-201, et des SAS pyrogénées NM-

202 et NM-203, sont présentées dans le tableau 1 (Fontana et al., 2017). Ces 4 SAS existent sous 

forme amorphe et leur taille primaire est d'environ 20 nm.  Leur surface spécifique est du même ordre 

de grandeur (de 189 à 204 m²/g) sauf celle de la SAS précipitée NM-201 qui se distingue des autres, 

avec une surface spécifique de 140 m²/g. Les impuretés des échantillons de SAS en sodium, soufre, 

calcium et aluminium, sont inférieures à 1%.  L’analyse de la diffusion dynamique de la lumière (en 

anglais, dynamic light scattering ; DLS) des SAS dispersées dans l’eau montre qu’elles se présentent 

sous forme d’agrégats avec un diamètre de 252,9 à 318,7 nm. L’indice de polydispersion des SAS est 

d’environ 0,5, indiquant la présence d’une population hétérogène en taille. La SAS précipitée NM-200 

n’est pas analysable en DLS. 
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Tableau 1 : Caractérisations physico-chimiques des particules de silice. 
(Fontana et al., 2017) 
 

 
a La taille a été déterminée par microscopie électronique à transmission.  
 
b La nature des impurtés a été déterminées par spectrométrie de dispersion d'énergie. 

c La surface spécifique Brunauer-Emmet-Teller (BET) a été déterminée par adsorption d'azote. En injectant un nombre connu de 
molécules d’azote gazeuses dans un tube contenant des nanoparticules, l’azote s’adsorbe sur la surface de l’ensemble des 
particules en formant une monocouche. Après dégazage des molécules non adsorbées et en connaissant la valeur de la surface 
des molécules de gaz adsorbées en monocouche, la surface spécifique va alors pouvoir être déterminée par l’equation suivante :  

S = n x Sm ; Où : S = surface totale de l'échantillon ; n = nombre de molécules de gaz adsorbées en monocouche ; Sm = surface 
d'une molécule de gaz. 

d La DLS a été réalisée à l’aide d’un Nanozetasizer (Malvern). Les échantillons ont été dispersés dans de l'eau comme décrit 
dans la section matériels et méthodes. Les valeurs représentent la moyenne ± écart type de trois analyses DLS. La DLS est une 
technique d'analyse spectroscopique utilisée afin de déterminer le diamètre apparent de particules en suspension dans un liquide. 

e Non déterminé, les données obtenues par analyse DLS ne répondaient pas aux critères de qualité. 

 

3. TOXICITE DES NANOPARTICULES : LE «RISQUE NANO» 

3.1 Généralités   

Les nanomatériaux sont utilisés dans divers domaines d’application, impliquant des risques pour la 

santé et l’environnement. De nombreuses études se sont intéressées à la toxicité des nanomatériaux 

ainsi qu’à la caractérisation de l’exposition de la population générale ou des travailleurs en industries 

afin de définir leurs risques pour la santé, même si les résultats de ces études sont souvent discutés. 

En effet, la mesure des expositions aux nanomatériaux dans l’air ambiant étant complexe, les doses 

auxquelles les populations sont susceptibles d’être exposées sont difficiles à évaluer. Il est souvent 

reproché que les doses de nanomatériaux employées dans les systèmes expérimentaux sont trop 

élevées par rapport aux concentrations présentes dans l’environnement. Par ailleurs, les études 

toxicologiques montrent qu’il est difficile de définir des profils toxicologiques généraux pour les 

nanomatériaux car l’ensemble des paramètres physico-chimiques qui les caractérisent (composition 

 
      

DLSd 
 Silices  Origine Principale 

Phase 
Taille 

particulea 

(nm) 

Impurtés 
(wt%)b 

BET 
SSA 

(m2/g)c 

Z-average 
dans l’eau 

(nm) 

Indice de 
polydispersion 

 
 
1 

 1 NM-200 précipitée amorphe 18,3 ± 4,5 
Al (0,87); Na 

(0,88); S (0,46) 189 NDe ND 
 

 
1  
1 NM-201 précipitée amorphe 18,0 ± 1,0 

Al (0,74); Na 
(0,44); S (0,46) 140 252,9 ± 11,3 0,583 ± 0,019 

 
 
1 

1 NM-202 pyrogénée amorphe 17,7 ± 2,5 
Al (0,45); Ca 

(0,18) 204 232,8 ± 7,3 0,441 ± 0,012 
 
 

1 
1 NM-203 pyrogénée amorphe 

24,7 ± 
17,7 Al (0,43); S (0,04) 204 318,7 ± 4,9 0,423 ± 0,026 
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chimique, taille, forme) influencent les mécanismes de toxicité mis en jeu (Anses, 2014; Krug and Wick, 

2011). Des incertitudes sur les risques que pourraient représenter les nanomatériaux existent.  

3.2 Voies d’exposition  

La peau humaine, les poumons et le tractus gastro-intestinal sont en contact permanent avec 

l'environnement. Alors que la peau est généralement une barrière efficace contre les substances 

étrangères, les poumons et le tractus gastro-intestinal sont plus vulnérables. Ces trois voies sont les 

points d'entrée les plus probables des nanomatériaux naturels, anthropiques ou manufacturés dans 

l’organisme.  

3.2.1 La voie respiratoire  

De nombreuses études, en milieu professionnel, se sont appuyées sur la voie respiratoire plutôt que 

sur  les autres voies, car les nanomatériaux pénètrent principalement par cette voie chez les travailleurs 

exposés (Anses, 2014). Les modèles de dépôt des particules dans les poumons en fonction de leur 

taille (ICRP,1994) montrent que les nanomatériaux sont susceptibles de se déposer à tous les niveaux 

de l’arbre trachéo-bronchique : trachée, bronches et alvéoles pulmonaires et également dans des 

régions extrathoraciques telles que les fosses nasales (Figure 4) (Krug and Wick, 2011; Oberdörster et 

al., 2005). Environ 90% des particules de 1 nm inhalées se déposent ainsi dans le compartiment 

nasopharyngé, et seulement 10% se déposent dans la région trachéobronchique et aucune dans la 

région alvéolaire (Oberdörster et al., 2005). Quant aux particules inhalées de 5 nm, elles se déposent 

de façon comparable (environ 30%) dans les trois régions. Enfin, les particules de 20 nm se déposent 

majoritairement dans la région alvéolaire (50%), tandis qu’elles se déposent plus faiblement (15%) dans 

les régions trachéobronchiques et nasopharyngées. La taille influe donc sur la quantité déposée et cela 

peut avoir des conséquences sur les effets toxicologiques induits par les nanomatériaux inhalés et sur 

leur répartition dans les différents organes. 
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Figure 4 : Prédiction des dépôts des particules dans la voie respiratoire chez l’Homme en fonction de 
la taille des particules. 
(ICRP, 1994) 

 

Les SAS étudiées durant cette thèse présentent un risque d'inhalation en raison de leur structure 

extrêmement fine (taille d’environ 20 nm) et les travailleurs qui les synthétisent ou les utilisent sous 

forme de poudre, sont la première population exposée. En conséquence, une attention devrait être 

portée aux deux autres voies de pénétration compte tenu de l’utilisation croissante des SAS dans les 

divers domaines tels que la cosmétique et l’alimentation. 

3.2.2 La voie cutanée 

La pénétration percutanée des nanomatériaux a été étudiée en particulier pour les nanoparticules de 

dioxyde de titane (TiO2) (d’environ 20 nm) qui rentrent dans la composition de nombreux produits 

cosmétiques. Les nanoparticules de TiO2 n’ont pas la capacité de traverser les couches supérieures de 

l’épiderme, mais elles peuvent s’accumuler au niveau des follicules pileux. De faibles quantités peuvent 

alors entrer par l’orifice du follicule et atteindre l’intérieur du derme. La pénétration cutanée des 

nanomatériaux peut aussi être facilitée dans les zones où la peau subit des frottements répétitifs et dans 

les zones lésées (Pflücker et al., 2001). 

3.2.3 La voie orale  

Par la voie orale, les nanomatériaux rejoignent le système gastro-intestinal. Les nanomatériaux 

contenus dans les aliments ingérés peuvent être absorbés par le tractus gastro-intestinal selon leur 

taille, leur hydrophobicité et leur charge. En règle générale, les nanomatériaux sont éliminés en majorité 

via les fèces ou les urines (Hillyer and Albrecht, 2001; Krug and Wick, 2011; Volkheimer, 1974). De 

plus, bien qu’il soit difficile pour les nanoparticules de migrer dans la circulation sanguine en raison des 

nombreuses couches de cellules constituant les vaisseaux sanguins, des particules de silice cristallines 

d’un diamètre de 150 µm ont été trouvées dans la lumière des vaisseaux lymphatiques et sanguins, 

mais avec une répartition hétérogène dans l’intestin (Krug and Wick, 2011; Volkheimer, 1974). A l’heure 
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actuelle, il n’est pas possible d’établir le mode de pénétration et l’accumulation de nanomatériaux au 

niveau du tractus digestif.  

3.2.4 Le franchissement des barrières biologiques  

La taille des nanomatériaux facilite leur pénétration dans les cellules. Les nanomatériaux ont la capacité 

à passer les barrières biologiques afin de rejoindre le sang ou la lymphe et ainsi être véhiculés vers 

différents organes (Geiser et al., 2005). Ils peuvent alors rejoindre des organes fortement irrigués 

comme le foie, la rate, le cœur (Oberdörster et al., 2005). Ils peuvent également passer la barrière 

nasale et emprunter les nerfs olfactifs, et gagner le système nerveux central et les ganglions (Elder et 

al., 2006; de Lorenzo, 1970; Oberdörster et al., 2004). 

3.2.5 Les nanomatériaux pourraient être impliqués dans certaines 

maladies 

Buzea et ses collaborateurs en 2007 ont publié une revue dans laquelle ils résument les effets nocifs 

possibles sur la santé, associés à l'inhalation, à l'ingestion et au contact avec divers nanomatériaux 

d’origine naturelle ou produits non intentionnellement (par exemple les nanoparticules des fumées de 

diesel). Les maladies potentiellement associées aux nanomatériaux inhalés seraient l'asthme, la 

bronchite, l'emphysème, le cancer du poumon et les maladies neurodégénératives, telles que les 

maladies de Parkinson et d'Alzheimer (Figure 5). La présence de nanomatériaux dans le tractus gastro-

intestinal a été associée à la maladie de Crohn et aux cancers du côlon. Les nanomatériaux qui 

pénètrent dans le système circulatoire ont été liés à l'apparition de l'artériosclérose, aux caillots 

sanguins, à l'arythmie, aux maladies cardiaques (Buzea et al., 2007; Waalkes, 2003). Les 

nanomatériaux pénétrant à l’intérieur des autres organes comme le foie et la rate pourraient également 

être à l’origine de maladies telles que le cancer (Buzea et al., 2007; Waalkes, 2003). Enfin, l'exposition 

à certains nanomatériaux a été associée à l'apparition de maladies auto-immunes, telles que le lupus 

érythémateux disséminé, la sclérodermie et l'arthrite rhumatoïde (Buzea et al., 2007). 
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Figure 5 : Schéma du corps humain présentant les différentes voies d'exposition aux nanoparticules, les 
différents organes affectés, et les maladies associées. 
Les effets mentionnés dans cette figure sont issus de données concernant les nanomatériaux d’origines naturelle 
ou anthropique et ne concernent pas encore les nanomatériaux manufacturés. Ce schéma résume les effets 
néfastes possibles sur la santé associée à l'inhalation, à l'ingestion et au contact avec des nanoparticules (Buzea 
et al., 2007). 

3.3 Propriétés des nanomatériaux pouvant influencer leur toxicité  

Tous les nanomatériaux ne sont pas toxiques ; la toxicité dépend de différents paramètres biologiques 

physico-chimiques. Comme mentionné plus haut, la distribution des nanomatériaux dans le corps 

dépend de leur taille (De Jong et al., 2008; Hillyer and Albrecht, 2001). Les nanomatériaux sont alors 

plus toxiques que les particules de taille supérieure (micrométriques) et sont redistribués plus facilement 

dans tout l’organisme. De plus, selon (Hsiao and Huang, 2011; Lam et al., 2004; Yang et al., 2009), la 

forme fibreuse ou filamenteuse  des nanoparticules peut influencer leur toxicité. Les particules longues 

comme les nanotubes ou les nanofilaments sont plus toxiques que les particules sphériques de 

composition chimique identique. La toxicité peut également être influencée par leur degré 

d’hydrophobicité ainsi que leur état de charge. Les nanoparticules chargées positivement sont plus 

cytotoxiques que celles chargées négativement. En effet, les particules chargées positivement se 

retrouvaient en quantité plus importante dans l’estomac, le foie, la rate, l’intestin grêle que les particules 

anioniques (Jani et al., 1989). En revanche, ces dernières entraineraient une perturbation plus 

prononcée de l’intégrité de la membrane plasmique, des dommages plus importants aux mitochondries 

et aux lysosomes que les nanoparticules anioniques (Fröhlich, 2012). Des SAS chargées positivement 

se sont par exemple avérées plus cytotoxiques dans une lignée de macrophages alvéolaires de rat 

(NR8383) en terme de réduction de l'activité métabolique mitochondriale que des SAS neutres, tandis 

que les SAS chargées négativement n'ont montré que très peu ou pas de cytotoxicité (Bhattacharjee et 

al., 2010).  
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Par ailleurs, (Krug and Wick, 2011) ont décrit trois paramètres biologiques importants justifiant la 

toxicologie particulière des nanomatériaux vis-à-vis des autres agents chimiques : 

- La pénétration intra-cellulaire : 

Différents mécanismes de pénétration cellulaire peuvent être envisagés dans le cas des 

nanomatériaux (Krug and Wick, 2011) (Figure 6). Outre la phagocytose qui s’applique aussi aux 

particules de taille micrométrique, le passage transmembranaire des nanomatériaux est possible par 

pinocytose ou via la formation de vésicules de clathrine ou de calvéoline. Bien que moins probable, le 

passage par diffusion libre ou par l’intermédiaire de récepteurs membranaires a également été proposé. 

Le principe du « Cheval de Troie » est souvent cité dans le mode d’action de la toxicité des 

nanomatériaux (Krug and Wick, 2011). Dans le cytoplasme, les vésicules de calvéoline contenant les 

nanomatériaux fusionnent entre elles pour former des lysosomes. Or, le milieu intérieur acide des 

lysosomes facilite la dissolution de certains nanomatériaux tels que l’oxyde de zinc ou de cuivre, qui 

verraient ainsi leur activité toxique accrue par cette voie détournée. 

 

 

 

Figure 6 : Modes d’internalisation cellulaire des particules. 
(a) Internalisation des particules d’une taille > à 0,5 µm par phagocytose; (b) Internalisation non-spécifique de 
particules d’une taille de 1 µm de diamètre par macropinocytose. Internalisation des petites particules par 
endocytose via la formation de vésicules de calvéoline (c), par endocytose via la formation de vésicules de 
clathrine (d), par endocytose calvéoline et clathrine indépendante (e), chacune ayant des contraintes de taille 
spécifiques. D’après (Petros and DeSimone, 2010). 
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- Effets « surface » :  

La surface spécifique des particules (rapport surface/masse) augmente de manière 

exponentielle inversement avec leur taille (Krug and Wick, 2011). Ainsi, à masse égale, une 

particule de 100 nm se retrouve avec une surface spécifique calculée 100 fois supérieure à une 

particule de 1 µm. Ce paramètre intervient comme facteur de toxicité. Il est admis que de nombreux 

nanomatériaux exercent leur activité toxique via des réactions chimiques entre leur surface et le 

milieu physiologique. Dans ces conditions, à masse égale (et à composition chimique identique), 

l’effet toxique sera en théorie d’autant plus élevé que sa surface spécifique sera élevée (et par 

conséquent sa taille petite). De ce fait, de nombreux auteurs pensent que la surface spécifique est 

la métrique la plus pertinente dans les essais toxicologiques avec des nanomatériaux (Figure 7). 

 

 

Figure 7 :  Pourcentage de neutrophiles dans le lavage pulmonaire de rats (A, B) et de souris (C, D) 
comme indicateur de l'inflammation 24 heures après l'instillation intra-trachéale de différentes doses 
de particules de TiO2 de 20 nm et 250 nm chez le rat et la souris.  
(A, C) À dose égale, le TiO2 (20 nm) entraîne une augmentation plus importante du nombre de neutrophiles 
comparée au TiO2 (250 nm).  (B, D) L’effet inflammatoire est corrélé avec la surface des deux particules 
suggérant que la surface de la particule, semble être une métrique plus appropriée afin de comparer les effets 
de particules de tailles différentes, à condition qu'elles soient de même structure chimique (le dioxyde de titane 
dans ce cas). 
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- Le matériau considéré : 

L’impact de la composition chimique sur les systèmes biologiques l’emporte souvent sur la taille ou 

la forme du nanomatériau. La composition des nanomatériaux est un déterminant critique de la réponse 

intra-cellulaire, du degré de cytotoxicité et des mécanismes potentiels de toxicité (Sohaebuddin et al., 

2010). Ceci contribue à rendre les études toxicologiques difficiles, puisque chaque groupe est associé 

à une chimie de surface particulière capable d’influencer la toxicité des nanoparticules de façon 

spécifique. Par exemple, l’effet exercé par l’oxyde de zinc sera complètement différent de celui exercé 

par d’autres nanomatériaux de tailles et de formes comparables mais constitués d’atomes de fer, 

d’aluminium, de silicium, de cérium ou d’autres éléments (Krug and Wick, 2011).  

 

Enfin, la réactivité de surface des nanomatériaux avec le milieu environnant sera aussi fonction de la 

disposition spatiale, du nombre des atomes réactifs en surface de la particule et également du degré 

d’agrégation des particules. En effet, du fait de leur grande réactivité de surface, les nanoparticules se 

trouvent rarement sous forme individuelle : elles sont capables de former très rapidement des agrégats, 

c’est-à-dire un ensemble de particules de petite taille fortement liées ou encore des agglomérats qui 

sont, un ensemble d’agrégats faiblement liés de plus grande taille. La taille de ces agrégats et 

agglomérats est comprise entre environ 0,1 et plusieurs dizaines de microns (INRS, 2013). La surface 

spécifique totale d’un agrégat étant la somme des surfaces des nanoparticules qui le composent, les 

propriétés physico-chimiques ainsi que les effets biologiques des nanoparticules agrégées peuvent 

alors être considérablement modifiés. La toxicité des agrégats de nanoparticules doit alors être prise en 

considération (Witschger and Fabries, 2005). La grande taille des agglomérats rend difficile leur 

internalisation par les cellules, modifiant ainsi leur toxicité. La taille et l'état d'agglomération de 

nanoparticule conditionnent le site de dépôt dans les voies respiratoires et affectent la réponse 

pulmonaire, les mécanismes de clairance pulmonaires ainsi que l’endocytose (Noël et al., 2013). 

3.4 Toxicité des SAS  

Bien que les SAS aient d’abord été considérées comme faiblement toxiques, de nombreuses études 

récentes menées sur des modèles animaux ou des lignées cellulaires ont montré qu’elles peuvent 

provoquer des effets biologiques indésirables. La littérature sur la toxicité des SAS a été abondamment 

revue et récemment mise à jour (Murugadoss et al., 2017; Napierska et al., 2010). La réponse toxique 

aux SAS dépend également du type de cellules et des voies d'exposition des animaux (Murugadoss et 

al., 2017).  

3.4.1 Etudes épidémiologiques 

Les premières données de santé chez des travailleurs exposés professionnellement aux SAS ont été 

rapportées dans les années 1980. Les études épidémiologiques ont mis en évidence un lien entre 

l’exposition aux SAS et le développement de fibrose pulmonaire. (Brambilla et al., 1980) ont montré que 

10 travailleurs d’une usine de fabrication de silices ont développé une fibrose interstitielle et une 

inflammation pulmonaire. De même, (Song et al., 2009) ont réalisé une étude épidémiologique, en 
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Chine, pour laquelle ils ont suivi un groupe de jeunes femmes exposées, sans aucune mesure de 

protection, à des SAS pendant 5 à 13 mois lors du recouvrement de nanocomposites utilisés en 

imprimerie. Hospitalisées pour dyspnée, épanchements pleuraux et péricardiques itératifs, les examens 

histologiques des poumons ont montré en plus une inflammation, une fibrose et la formation de 

granulomes (tumeurs inflammatoires au niveau du tissu pulmonaire).  

Par ailleurs, la première cohorte professionnelle des travailleurs exposés aux différents nanomatériaux 

industriellement produits a été mise en place à Taiwan dans les années 2010 dans 14 entreprises de 

production et/ou utilisation de TiO2, SAS, nanotubes de carbone, nano argent et nano résines (Liou et 

al., 2014). L’étude montrait une relation entre l’exposition, l’éternuement et l’aggravation de la dermatite 

allergique (Liao et al., 2014). Le suivi sur 6 mois des sujets montrait un effet de l’exposition sur des 

biomarqueurs de l’inflammation pulmonaire, du stress oxydant/activités anti-oxydantes, des marqueurs 

cardiovasculaires, de la génotoxicité, et un effet sur les épreuves fonctionnelles pulmonaires et les tests 

neurocomportementaux (Liao et al., 2014; Liou et al., 2014). En revanche, plus récemment, une étude 

transversale a été conduite en Allemagne pour analyser l’effet de l’exposition aux différentes formes de 

SAS (basée sur des données historiques d’exposition) et la santé respiratoire (hors cancer) (Taeger et 

al., 2016). Chez les salariés de cinq usines de production de SAS pyrogénées et précipitées, le seul 

effet montré sur la fonction pulmonaire a été une modeste diminution de la capacité vitale forcée 

(Volume d'air expulsé avec force jusqu'au volume résiduel), mais sans signe radiologique de silicose. 

Peu d’études épidémiologiques ont été réalisées et il est difficile de statuer sur les risques pour la 

sécurité et la santé des travailleurs exposés aux nanoparticules de silice amorphes. Pourtant, à 

l’exception de (Taeger et al., 2016), l’ensemble des études mettent en évidence une toxicité des 

nanoparticules de silice amorphe. De plus, bien que (Song et al., 2009) soient les seuls à avoir mis en 

évidence la formation de granulomes pulmonaires, le risque de développer un cancer suite à une 

exposition aux SAS est donc patent. 
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3.4.2 In vivo  

Tableau 2 : Etudes in vivo 

 LDH: Lactate déshydrogénase; LPO: Peroxydation lipidique; Pyr: Pyrogénée; Pre: Précipitée 

Animaux Type SAS Taille Doses et durée Résultats obtenus 

    Cytotox ↑ 
Viabilité 

cellulaire ↓ 
Intégrité 

membranaire 
Génotoxicité 

Cycle 
cellulaire 

Stress 
oxydant 

Inflammation Références 

Rats 

Pyr 

AEROSIL 200Ò  

AEROSIL R974Ò 

Pre 
Sipernat 22S 

-12nm 
-18 nm 

-1, 6 ou 30 mg/m3 
-30 mg/m3 

-30 mg/m3 
pendant 6 h / jour, 5 jours / semaine 
pendant 13 semaines par inhalation 

      

 

 
oui 

 

(Reuzel et al., 
1991) 

Rats Wistar 

Pre 

Zeosil 45 
Pyr 

Cab-O-SilM5 

Taille des 

agglomérats : 
-20 à 50 µm 

-100 µm 

1, 5, 25 mg/m3 pendant 6h/jour 
pendant 5 jours par inhalation 

oui oui LDH ↓    oui (Arts et al., 2007) 

Rats 
Pre 

Zeofree 80 
1000 à 3000 

nm 
1 ou 5 mg/kg pendant 24h par 

instillation intra-trachéale 
oui oui LDH ↓    oui 

(Sayes et al., 
2007) 

Rats mâles 
Sprague-
Dawley 

Pre 

NM-200, NM-201 
Pyr 

NM-202 NM-203 

18 à 24 nm 

3, 6, et 12 mg/kg pendant 3h, 24h et 

48h par instillation intra-trachéale 
5, 10, and 20 mg/kg par injection 

intra-veineuse 

   
Comètes et 

micronoyaux : 
Non 

  
 
 

oui 

(Guichard et al., 
2015) 

Rats Pyr  
3 mg par instillation intra- trachéales 

(5 instillations) 
Augmentation de l’incidence des tumeurs 

(Pott and Roller, 
2005) 

Rats Pyr  
0,5 mg par instillation intra-trachéale 

(30 instillations) pendant 29 mois 
Augmentation de l’incidence des tumeurs 

(Kolling et al., 
2011) 

Rats femelles 

âgées de 38 
jours et rats 

mâles âgés de 

42 jours. 

Pyr AEROSIL 

R972Ò 
Pre 

Sipemat D 17 

-7 à 16 nm 
-22 nm. 

2500 mg/kg ou 5000 mg/kg 
5040, 6350, ou 7900 mg/kg durant 4 

jours par gavage 
Pas de formation de tumeurs Non   non 

(Lewinson et al., 
1994) 

Rats Sprague-

Dawley 

Pyr 

Pre 
NM-202 

-7 nm 

- 10 à 25 nm 

100, 1000, 2500 mg/kg bw durant 28 
jours 

2500 mg/kg bw durant 84 jours via la 
nourriture 

non non     
oui 

fibrose 

(van der Zande et 

al., 2014) 

Rat Sprague-
Dawley 

Pre 
NM-200, NM-201 

Pyr 

NM-202 NM-203 

18 à 24 nm 
5, 10 et 20 mg/kg bw durant 0, 24 et 

45h par gavage oral 
   

Comètes : 
Non 

Micronoyaux : 

Oui dans le 
côlon 

 
Non 
Test 

LPO 

 
(Tarantini et al., 

2015a) 



 

 

 

1
6
 

3.4.3 Ex vivo  

Tableau 3 : Etudes ex vivo  
LDH: Lactate déshydrogénase ; HPRT : hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase ; Pyr : Pyrogénée ; Pre : Précipitée 

Cellules Type SAS Taille Doses et durée Résultats obtenus 

    
Cytotox 

↑ 

Viabilité 
cellulaire 

↓ 

Intégrité 
membranaire 

Génotoxicité 
Cycle 

cellulaire 
Stress 

oxydant 
Inflammation Références 

-Cellules 
épithéliales 
alvéolaires 

-Macrophages 
-Cellules 

épithéliales 

bronchiolaires 
terminales de 

rats 

Pyr 

AEROSIL 200Ò 
 

 

3 mg / m3 ou 50 mg/m3 pendant 6 

h / jour, 5 jours / semaine, pendant 
une durée allant jusqu'à 13 

semaines par inhalation 

subchronique 

oui oui LDH ↓ HPRT : Non   oui 
(Johnston et 

al., 2000) 

érythrocytes 
humains 

obtenus à 
partir de sang 

frais 

Pre 
FK320 

Pyr 
A50 

-15 nm 

-40 nm 

6,25 ; 12,5, 25 ; 50 ; 100 ; 200 

cm²/mL 
     

Oui 
Spectroscopie par 

résonnace 
paramagnétique 

 
(Pavan et 

al., 2013) 
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En lien avec les études épidémiologiques, des études in vivo ont également mis en évidence la toxicité 

des SAS. Les effets pulmonaires chez le rat après exposition par inhalation pendant 13 semaines à 

différentes SAS (1 ; 6 et 30 mg/m3), incluant l’AEROSIL 200Ò (SAS pyrogénée), indiquaient par exemple 

une augmentation du poids des poumons, une accumulation de macrophages alvéolaires ainsi que des 

affections pulmonaires telles qu’une inflammation, une bronchiolisation alvéolaire (épaississement des 

parois alvéolaires), une fibrose et des lésions granulomateuses. Parmi les SAS testées, la SAS  

pyrogénée NM-203 produisait les effets les plus aigus (Reuzel et al., 1991) (Tableau 2). Les effets sur 

le tissu pulmonaire ont aussi été étudiés par inhalation de SAS pyrogénées et précipitées chez des rats 

à des doses de 1 ; 5 et 25 mg/m3 pendant 5 jours. L’exposition a entrainé des changements 

histopathologiques sévères au niveau des poumons tels qu’une accumulation intra-alvéolaire de 

macrophages et de granulocytes, ainsi qu’une hypertrophie bronchiale et bronchiolaire (Arts et al., 

2007). Les SAS précipitées NM-200, NM-201, ou pyrogénées NM-202 et NM-203 ont toutes induit une 

inflammation chez des rats exposés à 6 et 12 mg/kg de particules après 3h, 24h et 48h par instillation 

intra-trachéale mise en évidence par l’augmentation du nombre de neutrophiles dans le liquide de 

lavage bronchoalvéolaire (Guichard et al., 2015; Johnston et al., 2000). De plus, l’exposition de rats, via 

la nourriture, à la SAS pyrogéne NM-202 induisait une fibrose hépatique (van der Zande et al., 2014). 

Quelques études se sont intéressées à la cytotoxicité induite par les SAS et on mis en évidence la 

capacité du Zeosil 45, du Cab-O-SilM5, du Zeofree 80 et de la SAS pyrogénée NM-203 à induire une 

cytotoxicité cellulaire avec perte d’intégrité membranaire (Arts et al., 2007; Johnston et al., 2000; Sayes 

et al., 2007) (Tableau 2 et 3). En revanche, seules deux études in vivo se sont intéressées au stress 

oxydant. Alors que (Pavan et al., 2013) ont montré la capacité de deux SAS, FK320 (précipitée) et A50 

(pyrogénée) à induire la formation d’ espèces réactives de l’oxygène (ROS ; Reactive Oxygen Species), 

(Tarantini et al., 2015a, 2015b) n’ont pas mis en évidence la capacité des SAS précipitées, NM-200 et 

NM-201, ou pyrogénes, NM-202 et NM-203, à induire une peroxydation lipidique (Tableau 2 et 3). 

Concernant les effets génotoxiques in vivo, l’AEROSIL 200Ò (SAS pyrogénée) n’a pas induit de mutation 

du gène hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase (HPRT) dans les cellules épithéliales 

alvéolaires de rats exposés par inhalation 6 heures/jour, 5 jours/semaine pendant 13 semaines, mis en 

évidence grâce au test HPRT (Johnston et al., 2000). De plus, la réalisation d’un test des comètes sur 

les cellules du poumon, du sang, de la rate, du foie, de la moelle osseuse, des reins et du liquide de 

lavage bronchoalvéolaire et d’un test des micronoyaux sur les érythocytes a permis d’établir qu’aucune 

SAS pyrogénée (NM-202, NM-203) ou précipitée (NM-200, NM-201) n'a induit de cassures de l'ADN et 

de formation de micronoyaux chez des rats exposés à 6 ou 12 mg/Kg de SAS par instillation intra-

trachéale 6 heures/jour, 5 jours/semaine pendant 13 semaines (Guichard et al., 2015). De même, 

l’exposition aux SAS n'a induit aucune cassure de l'ADN des cellules du sang, de la moelle osseuse, 

du foie, de la rate, des reins, du duodénum et du côlon quels que soient la dose ou l’organe étudié chez 

des rats gavés à 5, 10 ou 20 mg/kg de poids corporel/jour pendant trois jours (Tarantini et al., 2015a). 

De manière concomitante, la réalisation d’un test des micronoyaux sur la moelle osseuse et le côlon n’a 

montré aucune augmentation des dommages chromosomiques dans la moelle osseuse. Cependant, 

une faible augmentation du pourcentage de cellules micronucléées a été observée dans le côlon de rats 

traités avec les deux SAS pyrogénées à la dose la plus faible (5 mg / kg de poids corporel/jour) (Tarantini 
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et al., 2015a) (Tableau 2 et 3). Sur l’ensemble des études in vivo et ex vivo, peu se sont intéressées 

au potentiel cancérogène des SAS. Alors que (Lewinson et al., 1994) n’avaient pas observé de 

formation de tumeurs suite à l’exposition de rats femelles à l’AEROSIL R972Ò (pyrogénée) et au Sipemat 

D 17 (précipitée), deux études de cancérogenèse à long terme chez le rat, ont montré que l’instillation 

intra-trachéale répétée de SAS pyrogénées; cinq instillations (Pott and Roller, 2005) ou trente 

instillations (Kolling et al., 2011) augmentaient l'incidence des tumeurs du poumon chez les rats exposés 

(Tableau 2). 
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3.4.4 In vitro sur des lignées humaines 

Tableau 4 : Etudes in vitro sur des lignées humaines 
GSH : Glutathion ; DCFDA : 2′,7′-Dichlorodihydrofluoresceine di-acétate ; SOD : Superoxyde dismutase ; LDH: Lactate déshydrogénase; Pyr : Pyrogénée ; Pre : Précipitée 

Lignées cellulaires Type SAS Taille Doses et durée Résultats obtenus 

    
Cytotox ↑ 

Viabilité 
cellulaire ↓ 

Intégrité 
membranaire 

Génotoxicité 
Cycle 

cellulaire 
Stress 

oxydant 
Inflammation 

Références 

Caco-2 (carcinome 

colique) 
Pyr 14nm 

20 et 80 µg/cm² 

pendant 4h ou 24h 

  LDH ↓ 
Comètes :Oui  

Oui  

GSH  ↓ 

 (Gerloff et al., 

2009) 

clone C2BBe1 isolé 
de lignée Caco-2 

Pyr 12 nm 
10 µg/cm² 

durant 24 h 
non non non     

(McCracken et al., 
2013) 

Caco-2 Pyr ou Pre 10 à 50 nm 
10 à 600 µg/mL 

durant 24, 48 et 72h 
oui oui 

LDH ↓ 
 

arrêt en 
phase G2/M 

Non 
(DCFDA) 

 
(Yang et al., 2014) 

HT-29 (carcinome 
colique) 

Pyr 
AEROSIL 

200Ò 
AEROSIL 

Ox50Ò 

12 et 40 nm 
0,03 à 156,3 µg/cm² 

durant 24h 
oui oui 

LDH ↓ 

Comètes : 
Non 

 
Non 

(DCFDA) 

 

(Gehrke et al., 
2013) 

HepG2 

(hepatoblastome) 
Pre 14 nm 

1 à 200 µg/mL 

durant 72h 
Oui oui    

Oui 

(DCFDA) 

 (Ahmad et al., 

2012) 

GES-1 (carcinome 
gastrique) 

Pyr ou Pre 10 à 50 nm 
10 à 600 µg/mL 

durant 24, 48 et 72h 
oui oui   

Arrêt en 
phase S 

Non 
(DCFDA) 

 
(Yang et al., 2014) 

BEAS-2B (cellules 

épithéliales 
bronchiques 
humaines) 

Pyr 7 nm 
1mg/L 

pendant 24h 
     

Oui 
(DCFDA) 

et 

marqueur 
de stress 
tel que 

SOD 

 

(Eom and Choi, 
2009) 

A549 (carcinome 

pulmonaire) 
Pre 15 nm 

25 à 200 µg/mL 

durant 72h 
oui oui    

Oui 

(DCFDA) 
GSH  ↓ 

 

(Ahamed, 2013) 

A549  
Pyr 

NM-203 
12 nm 

25 et 117 µg/cm² 

durant 5 ou 7h 
oui oui 

    oui 
(Panas et al., 2014) 

Wy38  (fibroblastes 
embryonnaire de 

poumon) 

Pyr 
E551= 

NM-203 

10 à 50 nm 
50, 100, 200, 
400 μg/mL 

pendant 24 ou 48 h. 

oui oui   
Arrêt en 

phase S et 

G2/M 

Oui 

DCFDA 
 

(Athinarayanan et 

al., 2014) 

Lymphocytes humains Pyr ou Pre 14 à 16 nm 
200 à 1250 µg/mL 

durant 24h 
  

 Micronoyaux : 
Non 

   (Tavares et al., 
2014) 



 

 

 

2
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3.4.5 In vitro sur des lignées animales 

Tableau 5 : Etude in vitro sur des lignées animales 
DCFDA : 2′,7′-Dichlorodihydrofluoresceine di-acétate; LDH: Lactate déshydrogénase; Pyr : Pyrogénée ; Pre : Précipitée 

Lignées cellulaires 
Type 
SAS 

Taille Doses et durée Résultats obtenus 

    Cytotox ↑ 
Viabilité 

cellulaire ↓ 

Intégrité 

membranaire 
Genotoxicité 

Cycle 

cellulaire 

Stress 

oxydant 
Inflammation Références 

Lignée cellulaire 

fibroblastique BALB/c 
3T3 

Pre 
NM-200 

Pyr 
NM-203 

-10 à 25 nm 

-5 à 30 nm 

1 ,10 et 100 µg/mL 

pendant 72h 
non   

Micronoyaux

 : Non 
 Pas de transformation cellulaire 

(Uboldi et 

al., 2012) 

Lignée de 
macrophages 

alvéolaires de souris 
(MH-S) 

Pyr 

AEROSIL 

300Ò 300 
AEROSIL 

Ox50Ò 

7 et 40  nm 
De 0 à 160 µg/cm² 

pendant 24h 
Oui  

 
 

 
 

LDH ↓ 

  

Oui 
Péroxydation 

lipidique 

(mesure de la 
teneur en acide 
thiobarbituriques

) 

 
 

 
oui 

(Gazzano et 

al., 2012) 

Macrophages de 
souris (MH-S et RAW 

264.7) 

Pyr 
NM-203 

NM-200 : 
Pre 

14 nm 
5 ou 10 µg/cm² durant 

24h 
oui     

Oui 
(Induction de 

Hmox1) et 
(DCFDA) 

oui 
(Di Cristo et 

al., 2016) 

Fibroblastes 
pulmonaires de 
hamster chinois 

(cellules V79) 

Pyr 

NM-203 
(Pyr 20) 

Pre 

NM-200 
(Pre 20) 

20 nm 
12,5 à 100 µg/cm² 

pendant 24h 
oui oui  

Oui 

(dommage à 
l’ADN 

uniquement 

avec Pyr 20) 

 non  
(Guichard et 

al., 2016) 

Lignée cellulaire 
fibroblastique Bhas 

42 

Pre 

NM-200, 
NM-201 

Pyr 

NM-202, 
NM-203 

20 nm 2 à 80 µg/cm² Oui Oui Transformation cellulaire en condition de promotion 
(Fontana et 
al., 2017) 
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Les effets liés au stress oxydatif sont souvent cités dans les études in vitro de toxicité des SAS 

précipitées et pyrogénées (Murugadoss et al., 2017) (Tableau 4 et 5). Ainsi, l’exposition de 

macrophages alvéolaires de souris à une SAS pyrogénée (A50) induit une production d’oxyde nitrique 

(NO) (Gazzano et al., 2012). De plus, l’exposition des cellules provenant d’hépatoblastomes (HepG2) à 

une SAS précipitée de 14 nm a produit d’autant plus de ROS intracellulaire que la dose de SAS était 

grande ; le stress oxydant a été mesuré par la fluorescence du 2′,7′-dichlorodihydrofluoresceine di-

acétate (DCFDA) et la déplétion en glutathion (GSH) (Ahmad et al., 2012). De même, des cellules 

fibroblastiques provenant de poumons humains normaux exposées à des SAS utilisées comme additifs 

dans l’alimentation (E551, correspondant à la SAS pyrogénée NM-203) générent une production de 

ROS (mesurée par DCFDA). Le traitement provoque également une modification de l’expression de 

gènes codant des enzymes anti-oxydantes telles que la superoxyde dismutase (SOD) et de la glutathion 

peroxydase (GPX) (Athinarayanan et al., 2014). Une augmentation de la production de ROS a 

également été observée suite au traitement d’une lignée cellulaire de macrophages alvéolaires de souris 

(MH-S) avec la SAS  pyrogénée NM-203 (Di Cristo et al., 2016). En revanche, des SAS pyrogénées 

(NM-202 et NM-203) et précipitées (NM-200 et NM-201) n’induisent pas la génération de ROS dans 

des cellules issues de carcinomes coliques ( HT-29) (Gehrke et al., 2013) ou dans des lignées de 

cellules fibroblastiques pulmonaires de hamster chinois (V79) (Guichard et al., 2016). Par ailleurs, le 

traitement de cellules épithéliales alvéolaires humaines adénocarcinomiques (A549) avec la SAS  

pyrogénée NM-203 induit une cytotoxicité dose dépendante ainsi qu’une réponse inflammatoire mise 

en évidence par l’augmentation de l’interleukine-8 (IL-8) (Panas et al., 2014). De même, (Di Cristo et 

al., 2016) ont montré que la SAS pyrogénée NM-203 et la SAS précipitée NM-200, étaient capables de 

déclencher une réponse inflammatoire et cytotoxique dans des lignées cellulaires de macrophages 

alvéolaires de souris (MH-S et RAW264.7). De plus, l’exposition de macrophages alvéolaires de souris 

à une SAS pyrogénée (A50) a induit une réponse inflammatoire caractérisée par la libération de 

cytokines tel que le tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) (Gazzano et al., 2012). 

Les effets génotoxiques des SAS de différentes formes ont beaucoup été étudiés sur différentes lignées 

de cellules animales ou humaines. Les SAS peuvent induire des cassures de brins d'ADN (évalué par 

le test des comètes) (Gong et al., 2012; Guichard et al., 2016b; Hashimoto and Imazato, 2015; Maser 

et al., 2015; Nabeshi et al., 2011a) ; la formation de micronoyaux (Tarantini et al., 2015b), des effets 

mutagènes (Demir and Castranova, 2016), la formation de 8-hydro-2'-désoxyguanosine (Gong et al., 

2012; Nabeshi et al., 2011b) ; et la phosphorylation de l'histone gamma-Histone 2A, membre X  (γH2AX) 

(Gong et al., 2012; Sergent et al., 2012; Tarantini et al., 2015b). En revanche, des SAS pyrogènées et 

précipitées n’ont pas induit de formation de micronoyaux dans la lignée cellulaire fibroblastique (BALB/c 

3T3) (Uboldi et al., 2012). De plus le test de micronoyaux réalisé sur des lymphocytes humains a montré 

qu’un traitement avec les SAS précipitées NM-200, NM-201 et les SAS pyrogénées NM-202, NM-203 

n’induisait pas de génotoxicité, même à des doses élevées (jusqu’à 1250 µg/mL) (Tavares et al., 2014). 

Des effets apoptotiques des SAS ont également été rapportés. Les cellules HepG2 exposées à la SAS 

précipitée de 14nm entraient en apoptose, expliqué par les auteurs par la production de ROS d’une 

part, par l’augmentation de l’expression de P53, Bcl-2–associated X (BAX) et CASPASE 3, et par la 

diminution de l’expression de B cell lymphoma-2 (BCL-2) d’autre part (Ahmad et al., 2012). Les mêmes 



 

22 

 

auteurs ont également observé une cytotoxicité, un stress oxydatif et une apoptose des cellules A549 

et des cellules issues de  carcinomes épidermiques (A431) traitées avec une SAS précipitée de 15 nm 

dont les effets étaient proportionnels à la dose appliquée (Ahamed, 2013). De même, l’exposition des 

cellules V79 à des SAS pyrogénées ou précipitées induit une apoptose mesurée par l’augmentation de 

l’activité de la CASPASE-3 dont les effets étaient proportionnels à la dose appliquée (Guichard et al., 

2016). En revanche, le traitement de cellules issues de carcinomes coliques (C2BBe1 ; clone isolé des 

cellules Caco-2) avec une SAS pyrogénée de 12 nm n’a eu aucun effet sur l’apoptose (McCracken et 

al., 2013). 

Enfin, l’exposition de cellules issues de carcinomes gatsriques (GES-1) et de cellules provenant de 

carcinomes coliques (Caco-2) à des SAS précipitées et pyrogénées, telles que la SAS  pyrogénée NM-

203, a arrêté le cycle cellulaire en phase S (Yang et al., 2014). De même, un traitement d’une lignée 

cellulaire de fibroblastes embryonnaires de poumon (WI-38) avec E551 a induit une augmentation de 

la population cellulaire en phase S après 24h de traitement et en phase G2/M après 48h de traitement 

(Athinarayanan et al., 2014). Les SAS modifient de manière significative la progression du cycle 

cellulaire et entrainent une prolifération cellulaire.  

 

Par ailleurs, les SAS synthétisées par voie humide (précipitées) semblent présenter des effets 

biologiques différents de ceux provoqués par des SAS synthétisées par voie thermique (pyrogénées). 

Effectivement, Reuzel et al. ont montré que des SAS  pyrogénées NM-203 provoquent davantage de 

lésions pulmonaires que la SAS précipitée (AEROSIL R 974),  telles qu’une augmentation du poids des 

poumons, une accumulation de neutrophiles et de macrophages alvéolaires et la formation d’une fibrose 

chez des rats ayant inhalés 30 mg de SAS (Reuzel et al., 1991). Cette observation a également été 

faite suite aux instillations intratrachéales consécutives de rats avec 3, 6 ou 12 mg/kg de SAS précipitées 

(NM-200 et NM-201) et pyrogénées (NM-202 et NM-203) durant 3h, 24h et 48h. Bien que les auteurs 

n’aient pas mis en évidence de génotoxicité, ils ont montré que les SAS pyrogénées entrainent une 

augmentation du nombre de macrophages et de neutrophiles dans le liquide broncho-alvéolaire plus 

importante que les SAS précipitées (Guichard et al., 2015).  

De même, (Di Cristo et al., 2016) ont mis en évidence après traitement des cellules cellules MH-S et 

RAW264.7 des effets biologiques systématiquement plus importants avec la SAS pyrogénée NM-203. 

Il ressort que, la SAS pyrogénée NM-203 entraînait une diminution plus importante de la viabilité 

cellulaire dans les deux types cellulaires et une modulation du taux de protéines pro-inflammatoires, 

(tels que le TNFf-α, IL-6 et IL-1β) plus importante que la SAS précipitée NM-200 de taille et de surface 

spécifique comparables. Cependant, malgré les études publiées ces dernières années, il est encore 

difficile de faire le lien entre les propriétés physico-chimiques des différentes SAS, leur toxicité, la 

biodisponibilité ou les effets sur la santé humaine (Murugadoss et al., 2017).  

Par ailleurs, le test de transformation cellulaire  (utilisé pour mettre en évidence le potentiel cancérogène 

de molécules chimiques et qui sera décrit par la suite) réalisé sur les cellules BALB/c 3T3 n’a pas montré 

de formation de foyers de transformation cellulaire suite au traitement avec la SAS précipitée NM-200 

et  pyrogénée NM-203 (Uboldi et al., 2012). En revanche, le test réalisé sur les cellules Bhas 42 révèle 

des propriétés transformantes des SAS précipitées NM-200, NM-201, et pyrogénées NM-202 ou NM-
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203 (Fontana et al., 2017). Ceci est en accord avec une étude antérieure qui a montré que des SAS 

modifient la progression des cellules dans le cycle cellulaire (Athinarayanan et al., 2014; Yang et al., 

2014). 

4. CANCEROGENESE CHIMIQUE   

La cancérogénèse chimique peut être définie comme l'ensemble des phénomènes conduisant à des 

tumeurs résultant de l'exposition à un composé chimique, quelle que soit son origine. La cancérogenèse 

chimique est un processus en plusieurs étapes (Figure 8) (Harris, 1991). Nous pouvons 

conceptuellement identifier trois étapes principales : l’initiation, la promotion et la progression 

(Sugimura, 1992). Un oncogène peut être activé par mutation avec une substance chimique 

« initiatrice » pour former des tumeurs bénignes, qui elles, sont susceptibles de former des carcinomes 

sous l’action d’une substance « promotrice ». Les cellules acquièrent de multiples altérations 

génétiques et progressent jusqu’à former des tumeurs (Oliveira et al., 2007). Nous développerons 

uniquement les étapes d’initiation et de promotion, car ce sont les deux étapes auxquelles nous nous 

sommes particulièrement intéressés via l’utilisation du test de transformation in vitro. 

 

 
Figure 8 : Représentation des différentes étapes de la cancérogenèse.  
Lorsque des cellules sont soumises à des cancérogènes chimiques, des dégâts au niveau du génome peuvent 
être induits. Elles peuvent réparer les erreurs dans leur génome. Cependant, si les lésions persistent, la cellule 
entre en phase d’initiation de la cancérogenèse. A ce stade, les cellules sont dites initiées. Les cellules inititées 
peuvent entrer en phase de promotion au cours de laquelle les cellules prolifèrent de façon anarchique et 
accumulent des erreurs supplémentaires. Les cellules sont alors dites néoplasiques (cellules précancéreuses), 
elles sont transformées et sont très différentes de la cellule normale d’un point de vue génétique. Plus la cellule 
est transformée plus elle va se dédifférencier et perdre ses critères d’origines. Si ces cellules ne sont pas 
éliminées, elles seront à l’origine d’une tumeur. La dernière étape est l’étape de progression où les cellules sont 
suffisamment dédifférenciées pour devenir malignes et coloniser d’autres tissus, elles sont alors métastatiques. 

4.1 Initiation 

L'initiation est la première étape de la cancérogenèse et peut se définir par l'acquisition par une cellule 

unique de modifications génétiques irréversibles, la prédisposant à une évolution maligne et à 

l'immortalité (Shacter and Weitzman, 2002; Trosko, 2001, 2003). La cellule initiée n'est pas une cellule 

néoplasique, mais a fait ses premiers pas vers cet état, après que des modifications génotypiques 

successives se sont produites (Trosko, 2003). D'un point de vue phénotypique, la cellule initiée est 
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similaire aux cellules normales. Les dégâts engendrés par les initiateurs sur l’ADN se font aléatoirement 

et les changements génétiques qui s’opèrent peuvent être transmis au cours de la division cellulaire 

(Oliveira et al., 2007). L’altération de l’ADN peut être due à des mutations de l’ADN (insertions, 

inversions, délétions…), des réarrangements chromosomiques, des adduits, des cassures, des 

réactions d’oxydations… Ainsi, des lésions de l’ADN conduisent, en l’absence de systèmes efficaces 

de réparation, à des mutations pouvant induire l’inactivation de gènes suppresseurs de tumeurs comme 

P53, rétinoblastome (RB), wilms' tumor protein 1 (WT1) ou l’activation de proto-oncogènes tels que rat 

sarcoma viral oncogene homolog (RAS), BCL-2, myelocytomatosis oncogene (c-MYC) ou human 

epidermal growth factor receptor (HER2) qui ont un rôle important dans le développement de tumeurs 

ou une altération des gènes contrôlant l’apoptose.  

Les agents initiateurs sont généralement des composés chimiques mutagènes comme le 3-

méthylcholanthrène (MCA) par exemple. Le MCA est un hydrocarbure aromatique polycyclique qui a 

été utilisé chez la souris pour analyser la cancérogenèse chimique (DiGiovanni, 1992). La 

transformation maligne par un agent initiateur comme le MCA résulte de l’accumulation progressive de 

nombreuses mutations aléatoires par exemple dans des proto-oncogènes tels que RAS ou des gènes 

suppresseurs de tumeurs tels que P53 (Halevy et al., 1991; Watanabe et al., 1999). En effet, parmi les 

oncogènes responsables de la transformation cellulaire, les mutations du gène RAS ont été signalées 

pour la première fois dans le cancer il y a plus de 30 ans et de nombreuses études ont depuis mis en 

évidence que le gène mutant de RAS était un moteur de l'initiation et du maintien de la tumeur (Cox and 

Der, 2010; Hobbs et al., 2016). De plus, la sur-expression du gène c-MYC a été largement observée 

dans différents types de cancer (20% des cancers humains) et a été associée à une agressivité et à un 

mauvais pronostic. Le gène c-MYC code un facteur de transcription impliqué dans l’expression de 

nombreux gènes et notamment ceux impliqués dans la prolifération cellulaire (Pelengaris et al., 2002).   

Pour qu'une mutation soit fixée de façon irréversible, il est nécessaire qu'elle soit suivie d'un cycle de 

division cellulaire. 

4.2 Promotion 

Un agent initiateur seul ne permet pas d’induire la formation de tumeurs. Il est important de comprendre 

que l'avantage sélectif qu'a une cellule initiée par rapport aux cellules normales ne s'exprime qu'en 

présence d'agents promoteurs. Les promoteurs peuvent stimuler sélectivement la prolifération et/ou 

empêcher le déclenchement de l'apoptose des cellules initiées. En effet, dans le modèle de la 

cancérogenèse chimique cutanée en deux étapes, la tumeur est initiée suite à un traitement des cellules 

avec un agent initiateur, le 7,12-diméthylbenz [a] -anthracène (DMBA). Cet événement irréversible 

ne provoque l'apparition de tumeurs visibles qu'après l'application répétée d'un agent promoteur, tel que 

l'ester de phorbol, le 12- O- tétradécanoylphorbol-13-acétate (TPA) (Neagu et al., 2016). La 

cancérogenèse a longtemps été considérée comme la conséquence d’altérations directes du génome. 

Cependant, les mutations ne sont pas les seules causes d’apparition de cancers. Plus récemment, les 

mécanismes épigénétiques ont également été suspectés comme étant impliqués dans la modulation de 

l’expression des gènes dans différents types de cancers comme le cancer celui du sein, du poumon, de 

la tête et du cou, du cerveau et des ovaires (Casciello et al., 2015). La promotion ne résulte pas de la 
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modification de l’ADN (processus dits « non-génotoxiques » ou épigénétiques). Tous les agents 

cancérogènes ne sont pas reconnus comme étant génotoxiques. En effet, une enquête sur des produits 

pharmaceutiques commercialisés a révélé que seulement un tiers des produits reconnus comme étant 

cancérogènes étaient également positifs lors des tests de génotoxicité (Benigni and Bossa, 2011; 

Snyder and Green, 2001), ce qui suggère qu'une proportion significative de cancérogènes présentent 

leur activité cancérogène par des mécanismes non génotoxiques. 

Tout comme les cancérogènes génotoxiques, les cancérogènes non-génotoxiques perturbent les 

mécanismes de régulation du cycle cellulaire, de prolifération, de différenciation, d’apoptose…  

(Bertram, 2000; Vanparys et al., 2012). Pour cela, ils agissent à travers des mécanismes multiples 

incluant : 

- la perturbation des signaux de transduction qui contrôlent la croissance cellulaire. Comme cité 

précédemment, le TPA peut agir comme promoteur de tumeur par activation de la protéine kinase c 

(PKC) (Blumberg, 1988). En effet, le TPA se lie à la PKC de manière similaire à son ligand naturel, 

le diacylglycérol , et active la kinase (Li et al., 2010). Les PKC sont impliquées dans plusieurs processus 

cellulaires tels que la prolifération, la différentiation et la survie cellulaire (Clemens et al., 1992; 

Nishizuka, 1992) ; 

- la perturbation des mécanismes de réplication, de transcription et de réparation de l’ADN favorise les 

erreurs au cours de la réplication de l’ADN et conduit à une instabilité génique. En effet, suite à des 

dommages de l’ADN, les agents promoteurs de tumeurs, dont le TPA, peuvent inhiber la réparation de 

l’ADN. Cette inhibition de la réparation de l’ADN peut être mise en évidence par la méthode de synthèse 

de l’ADN non programmée, qui permet d’étudier la réparation par excision de nucléotides via 

l’incorporation de nucléotides radiomarqués durant l’étape de synthèse réparatrice, non-réplicative 

(Gaudin et al., 1971; Langenbach and Kuszynski, 1975) ; 

- l’inhibition des télomérases empêche le raccourcissement des télomères et conduit ainsi à une 

prolifération cellulaire anarchique. Ainsi, un traitement de la lignée cellulaire immortelle dérivée de 

cancer du col utérin (HeLa) et de la lignée cellulaire du cancer des cervicales Humain (CUMC-6) durant 

24h avec 1µM de TPA a pour effet une diminution significative de l’activité de la télomérase (Kim et al., 

2001) ; 

- l’inhibition des mécanismes apoptotiques. Un traitement d’une lignée de cellules embryonnaires de 

hamster syrien (SHE) avec le TPA entraîne une diminution de l’apoptose, observée suite à une 

augmentation du taux de BCL-2 (protéine inhibitrice de l’apoptose) (Dhalluin et al., 1997) ; 

- l’inhibition des communications intercellulaires. Le TPA inhibe la communication intercellulaire des 

cellules de la lignée BALB/c 3T3 (Murray and Fitzgerald, 1979) ; 

- l’induction d’un stress oxydant et la production de radicaux libres. Une application topique de TPA 

induit un stress oxydant via une augmentation de la peroxydation lipidique mise en évidence par 

l’augmentation significative du niveau de malondialdéhyde (MDA), via une diminution du niveau de GSH 

et via une diminution de l’activité des enzymes anti-oxydantes telles que la SOD (Khan et al., 2013). De 

plus, Sun et al., ont mis en évidence qu’un traitement de kératinocytes humains (HaCaT) avec du TPA 

induit la production de ROS telles que l’anion superoxyde (Sun et al., 2018) ; 
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- l’activation de proto-oncogènes et/ou l’inactivation de gènes suppresseurs de tumeurs. Il a été montré 

que le TPA induit une sur-expression du proto-oncogne c-JUN (Lamph et al., 1988) et une sous-

expression du gène suppresseur de tumeur P53 (Kim et al., 2012) ; 

- la modification des mécanismes épigénétiques. L’acide okadaïque (OA), un autre agent promoteur de 

tumeur, a induit une augmentation de l’acétylation des histones H4 sur la lysine 5 (H4K5ac) (Zhang et 

al., 2016). 

4.2.1 Notions de régulation épigénétique 

Les mécanismes épigénétiques peuvent être impliqués dans le développement et la progression du 

cancer (Deltour et al., 2005). Ces dérégulations sont la conséquence d’une sur-expression des enzymes 

impliquées dans les modifications épigénétiques, de mutations ou de leur recrutement aberrant au 

niveau de la chromatine. L’épigénétique est définie comme un ensemble de modifications réversibles 

et héritables impliquées dans la modulation de l’expression des gènes sans altération de la séquence 

nucléotidique. Les principaux mécanismes épigénétiques sont les modifications post-traductionnelles 

des histones, la méthylation de l’ADN et la régulation transcriptionnelle par les ARN non-codants. Ces 

modifications agissent  ensemble afin de réguler le fonctionnement du génome (Sharma et al., 2010). 

Nous décrirons surtout la méthylation de l’ADN et les modifications post-traductionnelles des histones, 

deux effets épigénétiques impliqués dans la transformation des SAS dans les cellules Bhas 42 (Seidel 

et al., 2017). 

A) La méthylation et déméthylation de l’ADN 

La méthylation et déméthylation de l’ADN sont des modifications épigénétiques qui limitent l’expression 

des séquences répétées (centromériques et télomériques) et qui permettent la conservation de 

l'intégrité du génome en rendant silencieux les éléments transposables perturbateurs (Bird, 2002). 

Cependant, une méthylation anormale de l’ADN peut provoquer plusieurs pathologies comme le cancer 

(Denis et al., 2011). La présence de groupements méthyles au niveau de l’ADN participe à la répression 

de l’expression génique en recrutant, entre autres, des protéines impliquées dans le remodelage de la 

chromatine et en empêchant la fixation des facteurs protéiques nécessaires à la transcription des gènes 

(Cheng, 2014). Ce sont les ADN méthyl-transférases (DNMT) qui catalysent l’addition de groupements 

méthyles aux cytosines en position 5’ à partir de la S-adénosyl-L-méthionine (SAM) utilisée comme 

donneur de méthyle, formant ainsi une 5-méthyl-cytosine (5-mC) (Denis et al., 2011) (Figure 9). Dans 

les cellules de mammifères, trois DNMT ont été identifiées comme méthylases de l’ADN : DNMT1, 3a 

et 3b.  
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Figure 9 : Mécanisme de méthylation et de déméthylation de l’ADN.  
(A) Les DNMT utilisent la SAM comme donneur de méthyle afin de transférer un groupement méthyle en postion 
5’ de cytosines se trouvant dans un contexte de dinucléotide CpG. La méthylation de l’ADN est associée à une 
répression de l’expression génique dû à un recrutement de protéines impliquées dans le remodelage de la 
chromatine et à une inhibition du recrutement de facteurs de transcription (FT). Me : méthyle ; DNMT : ADN 
méthyl-transférases ; SAM : S-adénosyl-L-méthionine. 

B) Les modifications post-traductionnelles des histones 

Les modifications des histones participent au remodelage de la chromatine et au changement 

d’accessibilité de la séquence nucléotidique. Les modifications les plus étudiées sont les méthylations 

et acétylations. Elles sont catalysées par des méthyl-transférases d’histones (HMT) et par des acétyl-

transférases d’histones (HAT). La modification des histones peut mener à l'activation ou à la répression 

des gènes. En effet, l’acétylation des lysines entraine généralement une activation transcriptionnelle, 

tandis que la méthylation des lysines mène à l'activation ou à la répression transcriptionnelle suivant le 

résidu modifié et le nombre de méthylations. Le rôle des HAT est lui contrecarré par les histones 

désacétylases (HDAC) qui sont impliquées dans la désacétylation des histones ayant un rôle de 

répresseur de l’expression (Sharma et al., 2010). 

4.2.2 Implications des mécanismes épigénétiques dans la 

cancérogenèse 

En situation tumorale, les étapes d'initiation et de progression du cancer sont accompagnées par des 

modifications de la méthylation de l'ADN (Figure 10). Une hypométhylation globale de l’ADN entraine 

une instabilité chromosomique due à la réactivation d’éléments mobiles tels que les long interspersed 

nuclear element-1 (LINE-1), arthrobacter luteus (Alu) et la perte d’inhibition de la transcription des 

séquences répétées, qui représentent près de la moitié du génome. De plus, la déméthylation pourrait 

être associée à la réexpression d’oncogènes impliqués dans la prolifération cellulaire (sur-expression 

des récepteurs au facteur de croissance épithéliale (EGF ; Epithélial growth factor)) (Romani et al., 

2015). D’une part, il a été montré une corrélation entre une dérégulation de l’expression des gènes 

codant les DNMT et le cancer de la prostate ou le cancer colorectal (Denis et al., 2011). D’autre part, il 

est observé une hyperméthylation localisée dans certains gènes, comme les gènes suppresseurs de 

tumeurs. Cette modification entraine une inhibition de leur expression (Romani et al., 2015).  

En plus des changements de méthylation de l’ADN, les cellules cancéreuses sont également 

caractérisées par une méthylation et acétylation aberrantes des histones. La diminution de l’acétylation 

des histones, qui aboutit à la répression de gènes et qui est observée dans divers types de cancer, est 

attribuée, entre autres, à une sur-expression des HDAC. L’activité des HAT peut également être 

modifiée dans les cellules cancéreuses (Sharma et al., 2010).  
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Figure 10 : Implication des modifications épigénétiques dans le développement de cancer.  
(A) En situation normale au niveau d’un promoteur d’un gène suppresseur de tumeur, l’ADN est faiblement 
méthylé, ce qui permet le recrutement de co-activateurs, de facteurs de transcription et d’enzymes impliquées 
dans l’acétylation des histones. La combinaison de ces modifications participe à l’expression génique. (B) En 
situation tumorale, une hyperméthylation localisée au promoteur de certains gènes suppresseurs de tumeur peut 
être observée ainsi qu’une méthylation et acétylation aberrante des histones. Ces modifications permettent le 
recrutement de co-represseurs et aboutissent à la répression du gène. HAT: Histone acétyl-transférase, HDAC: 
Histone désacétylase, FT: Facteur de transcription, DNMT: ADN méthyl-transférases, Me: Méthyle, Ac: Acétyle. 

 

4.2.3 Connaissances sur les effets épigénétiques des nanomatériaux 

Plusieurs études in vivo et in vitro ont montré des effets épigénétiques de nanomatériaux manufacturés. 

En particulier, une étude s’est intéressée aux effets d’une nanoparticule de silice de 15 nm sur la 

méthylation de l’ADN dans les kératinocytes humains HaCaT (Gong et al., 2010). Les résultats montrent 

que cette nanoparticule abaisse significativement d’une part, le nombre de cytosines méthylées dans 

l’ADN génomique et d’autre part, le niveau d’expression de différentes formes de DNMT. (Lu et al., 

2016) ont montré que des nanoparticules d’oxydes métalliques, contenues dans des fumées de 

soudage ou manufacturées (dioxyde de titane, oxyde de cuivre), modulent la méthylation de l’ADN 

globale au niveau de promoteurs spécifiques ou des séquences des éléments transposables. Des 

études in vitro ont montré également pour certaines nanoparticules manufacturées des effets sur les 

modifications des histones. Par exemple, le Cadmium Telluride quantum dots (CdTe QD), une 

nanoparticule fluorescente utilisée en imagerie médicale, peut induire, in vitro, l’hypoacétylation globale 

des cellules d’adénocarcinomes du sein humain (MCF-7). Elle induit une diminution de l’expression 

d’ARNm de deux gènes, le gène cellular inhibitor of apoptosis protein-1 (CIAP-1) et le gène codant les 

protéines de choc thermique 70 (HSP70), tous deux impliqués dans la prévention de la mort cellulaire. 

Tandis que le niveau d’expression de la GPX est totalement réprimé, le niveau d’ARNm du gène codant 

P53 est augmenté, affectant ainsi les niveaux protéiques des cibles de P53 telles que BAX, P53 

Upregulated Modulator of Apoptosis (PUMA) et NOXA impliquées dans la régulation de l’apoptose (Choi 

et al., 2008). Enfin, Seidel et al. ont mis en évidence qu’un traitement à court terme des cellules Bhas 

42 avec la SAS pyrogénée NM-203 n’entraîne pas de diminution de la méthylation globale de l'ADN et 
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n’augmente pas l'expression des DNMT1, DNMT3a et DNMT3b. De plus, la SAS pyrogénée NM-203 

n’induit pas de modification du statut d'acétylation global de l'histone H4 et du taux de protéines HDAC. 

Cependant, le traitement des cellules Bhas 42 avec la SAS  pyrogénée NM-203  induit une forte 

expression de c-MYC au début de la transformation cellulaire, ce qui est en corrélation avec 

l'enrichissement en ARN polymérase II ainsi que les marques actives d'histones observées sur son 

promoteur (Seidel et al., 2017). 

5. LES TESTS IN VITRO DE TRANSFORMATION 
CELLULAIRE  

A ce jour, les tests in vitro sont pour la plupart orientés sur la recherche des altérations structurales de 

l’ADN. En effet, les tests de génotoxicité visent à mettre en évidence l’altération par des composés 

chimiques du matériel génétique (ADN et/ou chromosome). Ils permettent de détecter principalement 

les lésions de l’ADN et/ou des chromosomes ou ses conséquences (effets phénotypiques de mutation 

génique) (La and Swenberg, 1996). En revanche, les cancérogènes non génotoxiques répondent 

négativement aux tests de mutagenèse.  Il est donc plus difficile de détecter ces cancérogènes non 

génotoxiques. Cependant, leur potentiel cancérogène peut être mis en évidence par les tests in vitro de 

transformation cellulaire. 

5.1 Définition 

La transformation cellulaire est un événement majeur dans le processus de cancérogenèse. Elle est 

définie comme étant un processus de conversion de cellules normales cultivées in vitro en cellules qui 

présentent des propriétés morphologiquement propres aux cellules néoplasiques. De plus, il a été 

démontré que les cellules transformées in vitro induisent des tumeurs si elles sont injectées à des 

animaux de laboratoire immunodéprimés (Berwald and Sachs, 1963, 1965; Elias et al., 1989; Newbold 

et al., 1982). Cette caractéristique valide l'utilisation d'altérations phénotypiques observées in vitro 

comme caractère prédictif de la cancérogenèse in vivo. 

5.2 Intérêt des tests in vitro de transformation cellulaire  

L'évaluation de la cancérogénicité potentielle d'un composé est une déterminante pour évaluer la 

sécurité des produits chimiques. De nombreux tests in vivo sont pratiqués en recherche appliquée à la 

toxicologie afin de détecter le potentiel cancérogène d’agents chimiques. Les études in vivo réalisées 

sur les animaux utilisent entre 600 et 800 animaux environ, l’expérimentation se déroule en moyenne 

sur 4 ans et coûtent environ 1 million d’euros par produit chimique. Par ailleurs, le 7ième amendement à 

la directive européenne sur les cosmétiques limite l'utilisation de tests sur les animaux (EU, 2003). Cet 

amendement interdit même totalement les essais sur les animaux pour les produits cosmétiques depuis 

mars 2009 (Vanparys et al., 2011). Les tests de transformation cellulaire imitent certaines étapes clés 

de la cancérogenèse in vivo, et montrent une bonne concordance avec les résultats des essais 

biologiques sur les rongeurs, détectant les cancérogènes génotoxiques et non génotoxiques (Barrett 

and Ts’o, 1978; Benigni et al., 2013; Combes et al., 1999; Maire, 2004; OECD, 2007). En effet, en 
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termes de prédiction de la cancérogénicité humaine, les tests de transformation permettent de détecter 

90% des composés classés dans le groupe 1 (connus pour être cancérogènes chez l’Homme) par le 

Centre international de recherche sur le cancer (CIRC) et 95% de ceux classés dans les groupes 2A 

(cancérogène probable pour l’Homme) et 2B (potentiellement cancérogène pour l’Homme) (Creton et 

al., 2012). Dans ce contexte, le développement de méthodes alternatives telles que les tests in vitro de 

transformation cellulaire peuvent permettre de réduire voire de remplacer l’utilisation d’animaux (Corvi 

et al., 2012; Mascolo et al., 2010; Russell, 1995). Lesdits tests sont également plus simples et rapides 

à mettre en œuvre en permettant le criblage d’un plus grand nombre d’agents chimiques.  

5.3 Les différents modèles de transformation 

 5.3.1 Les cellules SHE 

Le test de transformation cellulaire sur les SHE a été l’un des le plus utilisés. Le test SHE a été 

initialement développé par Berwald et Sachs en 1963 (Berwald and Sachs, 1963, 1965). Pour ce 

modèle, il a clairement été établi, pour de nombreuses substances, une corrélation entre les 

transformations morphologiques observées in vitro et l’induction de tumeurs in vivo. Les cellules SHE 

sont des cellules primaires prélevées après 13 jours de gestation. Ce sont des cellules normales, 

diploïdes, non différenciées et capables de métaboliser un grand nombre de cancérogènes (Barrett and 

Ts’o, 1978; Barrett et al., 1984). Le point final est la mise en évidence de colonies transformées 

obtenues après le développement clonal des cellules exposées pendant 7 jours à un produit testé. Les 

colonies sont caractérisées par une structure désorganisée en forme de fuseau dans une orientation 

aléatoire et par une croissance anarchique aboutissant à un empilement cellulaire dû à une perte 

d’inhibition de contact (Vasseur and Lasne, 2012). Cependant, comme ces cellules sont des cellules 

primaires, elles ne sont utilisables que sur un ou deux passages. Elles nécessitent également l’utilisation 

de cellules nourricières irradiées. Cela engendre donc des difficultés de stabilisation du test, puisque  

les cellules utilisées doivent être souvent renouvelées et doivent répondre aux critères de validation du 

test (Barrett et al., 1984; OECD, 2007). 

5.3.2 La lignée C3H10T1/2  

La lignée cellulaire fibroblastique de souris C3H 10T1/2 a été développée par (Reznikoff et al., 1973). 

Après 24h d’ensemencement, les cellules sont traitées pendant 48h puis le milieu est changé de façon 

régulière. Les cellules sont conservées en culture jusqu'à six semaines ou plus. Enfin, au terme des 6 

semaines, les foyers transformés sont colorés et dénombrés. Cette lignée cellulaire est sensible à la 

transformation spontanée, et très sensible à une large gamme de cancérogènes chimiques conduisant 

au développement de foyers issus de cellules transformées, recouvrant la monocouche cellulaire 

normale. Ces foyers présentent un modèle typique de cellules désorientées avec une croissance 

empilée (Vasseur and Lasne, 2012). 

Les différentes catégories de foyers observables sont (Reznikoff et al., 1973) : 
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ü les foyers de type I qui sont des foyers composés de cellules serrées ; 

ü les foyers de type II qui sont des foyers présentant une accumulation massive de multicouches 

pratiquement opaques; 

ü les foyers de type III qui sont des foyers composés de réseaux croisés de fibroblastes en 

multicouches. 

Les foyers de type I ne sont pas classés comme ayant subi une transformation maligne, car ces cellules 

n’induisent pas la formation de tumeurs suite à leur inoculation chez l’animal. 

Les foyers de types II et III sont classés comme ayant subi une transformation maligne et induisent la 

formation de tumeurs après inoculation chez l’animal. 

5.3.3 La lignée BALB/c 3T3 

La lignée BALB/c 3T3 a été établie à partir de la lignée de souris Aaronson et Todaro A31 (Aaronson 

and Todaro, 1968) et en particulier le sous type A31-1-1 établi par (Kakunaga and Crow, 1980). Les 

cellules BALB/c 3T3 ont été obtenues suite au prélèvement d’un embryon après 13-15 jours de 

gestation.  

Pour le test de transformation, après 24h d’ensemencement, les cellules sont traitées pendant 72h puis 

des changements de milieu sont effectués durant 5 semaines. La lignée cellulaire BALB/c 3T3 est 

composée de cellules anormales et aneuploïdes ; elle présente des capacités de métabolisation limitées 

(Schechtman, 1985). Le critère de transformation est la formation de foyers au bout de 4 à 6 semaines. 

Les foyers transformés sont évalués en fonction de leur niveau de transformation morphologique. La 

transformation cellulaire est mise en évidence par des foyers de cellules multicouches, désorganisées, 

qui se développent sur la monocouche de cellules environnantes suite à une acquisition de 

l’indépendance d’ancrage et à une perte de l’inhibition de contact (Vasseur and Lasne, 2012) (Creton 

et al., 2012). 

 

Les différentes catégories de foyers observables sont : 

ü les foyers de type I, n’ayant pas subi une transformation maligne. Ce sont de petits foyers non 

invasifs présentant une faible coloration basophile (les foyers étant colorés grâce au giemsa, 

un colorant basique capable d’interagir avec les constituants acides de la cellule tels que 

l’ADN) ; 

ü les foyers de type II, n’ayant pas subi une transformation maligne. Ces foyers sont denses, en 

multicouches et présentent une coloration basophile moins marquée que les foyers de type 

III. Les foyers de type II contiennent des cellules en forme de fuseau et présentent des 

empilements et des croisements de cellules, mais dans une moindre mesure ; 

ü les foyers de type III, ayant subi une transformation maligne. Ils présentent une coloration 

basophile profonde, des cellules fusiformes morphologiquement différentes des cellules 

présentes dans la monocouche confluente, une multicouche dense de cellules (empilement), 

une orientation aléatoire des cellules et une croissance invasive de cellules au bord des foyers 

(entrecroisés) peuvent également être observées (Sasaki et al., 2012). 
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5.3.4 La lignée Bhas 42 

Le test de transformation sur les cellules Bhas 42 fait l’objet d’un document guide de l’organisation de 

coopération et de développement économiques (OCDE) (OECD, 2016). Les cellules Bhas 42 sont des 

cellules fibroblastiques adhérentes établies à partir de cellules BALB/c 3T3 (clone A31-1-1), par la 

transfection stable de la séquence de l’oncogène viral RAS (v-Ha-RAS). L'ADN Ha-MuSV, clone H1 (v-

Ha- RAS) est contenu dans un plasmide pBR322 contenant également un site de reconnaissance 

BamH1 à la fin de la séquence RAS d'intérêt (Figure 11). v-Ha-RAS, transfecté par la méthode de 

précipitation au phosphate de calcium, est présent dans tous les noyaux des cellules Bhas 42 sur les 

chromosomes 17 ou 19 avec une moyenne de 2,4 copies par noyau (Sasaki et al., 2015). Les cellules 

conservent leur inhibition de contact, et sont sensibles aux agents promoteurs (Sasaki et al., 1988).  

 

 

Figure 11 : Structure du plasmide pBR322.  
AmpR : Gène de resistance à l’ampicilline ; tet : Gène de résistance à la tétracycline ; Ori : Origine de réplication ; 
LTR : Long Terminal Repeats (Sasaki et al., 1988). 

 

A l’instar des cellules BALB/c 3T3, les cellules Bhas 42 non transformées peuvent proliférer jusqu’à 

confluence pour former une monocouche maintenue par l’inhibition de contact. De plus, une injection 

sous cutanée des cellules Bhas 42 non transformées issues de cette monocouche confluente, s’est 

révélée non tumorigène chez des souris nude. A l’inverse, après exposition à des agents cancérogènes, 

les cellules changent morphologiquement et perdent l’inhibition de contact. Les cellules Bhas 42 forment 

alors des foyers transformés qui se développent sur la monocouche confluente (Sasaki et al., 2015). 

Cependant, à notre connaissance, la capacité des cellules Bhas 42 transformées à induire la formation 

de tumeurs in vivo n’a pas encore été démontrée. 

 

Les foyers transformés ont été jugés sur la base des caractéristiques morphologiques: (a) plus de 100 

cellules ; (b) des cellules en forme de fuseau dont la morphologie diffère en apparence des cellules de 

la monocouche confluente ayant conservé une inhibition de contact ; (c) une coloration basophile 
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intense ; (d) une orientation aléatoire de cellules au bord des foyers ; (e) multicouches denses de 

cellules et (f) croissance invasive dans la monocouche confluente environnante possédant une inhibition 

de contact (Figure 12).  

 

 
Figure 12 : Foyers de cellules BHas 42 positifs (transformants).  
Les foyers présentent toutes les caractéristiques requises et fortement exprimées des cellules transformées à 
savoir une basophilie, une croissance en multicouche, une forme en fuseau et une orientation aléatoire.  

 

5.4 Rôle du gène v-Ha-RAS dans la transformation des cellules 
Bhas 42 

Les protéines RAS font partie de la famille des GTPases et sont constituées de 3 protéines de 21 kDa, 

K-RAS, H-RAS et N-RAS codées par trois gènes différents : Kirsten RAS (KRAS), Harvey RAS (HRAS) 

et Neuroblastoma RAS (NRAS). Les gènes H-RAS et K-RAS ont été découverts comme oncogènes, 

c'est-à-dire en tant que gènes d'origine cellulaire responsables du pouvoir transformant des rétrovirus 

dits de « Harvey » et de « Kirsten », ceux qui induisent des sarcomes chez le rat et la souris. À la suite 

d’un signal mitogénique reçu par un récepteur (comme, par exemple, EGFR), la protéine RAS se lie à 

une molécule de guanosine triphosphate (GTP) permettant son activation. RAS interagit alors avec 

plusieurs effecteurs conduisant à la prolifération cellulaire, à la survie cellulaire et à la biosynthèse de 

protéines (Colicelli, 2004; Downward, 2003) (Figure 13). 
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Figure 13 : Voie d’activation des protéines RAS.  
Les protéines RAS sont des protéines liées à la guanosine nucléotidique qui alternent entre une conformation 
active liée à la guanosine triphosphate (GTP) et une conformation inactive liée à la guanosine diphosphate 
(GDP). Les protéines guanine nucléotide exchange factors (GEF) telles que les protéines son of sevenless 
(SOS) et growth factor receptor-bound protein 2 (GRB2) agissent ensemble afin de catalyser la libération du 
GDP et la fixation du GTP conduisant alors à une modification conformationnelle de la protéine, alors que les 
GTPase activating proteins (GAP) catalysent l’hydrolyse du GTP (Colicelli, 2004). Les protéines RAS sont 
activées en réponse à des signaux environnementaux. Elles peuvent être activées lorsqu'un facteur de 
croissance se lie à un récepteur tyrosine kinase tel que l’epidermal growth factor receptor (EGFR). Il en résulte 
une dimérisation et une autophosphorylation du récepteur, qui va alors permettre le recrutement des protéines 
GEF. RAS est alors activée grâce au recrutement de la GTP par GRB2/SOS, et active, à son tour, différents 
effecteurs pour réguler la prolifération cellulaire et la survie. Parmi ces effecteurs, la protéine RAF va activer la 
voie des Mitogen Activated Protein Kinase/Mitogen-activated protein kinase/Extracellular signal Regulated 
Kinase (MAPK/MEK/ERK). RAS active RAF en induisant un changement conformationnel de la protéine. La 
cascade d’activation des kinases qui en découle permet l’activation de la transcription des gènes du cycle 
cellulaire. RAS est également capable d’activer la voie de la phosphoinositol-3-kinase (PI3K) qui recrute la 3-
phosphoinositide dependent protein kinase-1 (PDK1) qui à son tour phosphoryle et active la PKB protéine kinase 
B (AKT). Cette voie sous-jacente conduit à une augmentation de la survie cellulaire et active la mammalian 
target of rapamycin (mTOR) augmentant la biosynthèse des ribosomes et la traduction des ARNm (Downward, 
2003). 
 

Les protéines RAS jouent un rôle clé dans la croissance cellulaire normale, la transformation maligne, 

l'apprentissage et la mémoire. Des mutations somatiques des gènes RAS et de plusieurs de leurs 

molécules en amont et en aval entraînent différentes malignités humaines (Denayer et al., 2008).  

L’activation du gène RAS est un événement important dans la transformation cellulaire. En effet, il 

semblerait que le gène RAS soit activé par des mutations dans des tumeurs in vivo induites par un 

agent chimique tels que des agents initiateurs de tumeurs (Halevy et al., 1991; Watanabe et al., 1999; 

Zarbl et al., 1985). Ces mutations peuvent conduire à des changements de conformation de la protéine 

RAS affectant le domaine de liaison au GTP et réduisant l’activité GTPase intrinsèque de la protéine. 

RAS devient alors résistante à l’action des GTPase activating proteins (GAP), nécessaire au retour à 

l’état inactif de la protéine (Mitin et al., 2005). 

En parallèle de ces mutations, les mécanismes indirects d’activation de RAS permettent son activation 

chronique malgré l’absence de mutation. D’autre part, on soupçonne qu’une mutation ponctuelle, qui 
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distingue v-Ha-RAS de son homologue humain normal (c-Ha-RAS1), est seule responsable du potentiel 

transformant  des cellules provenant de carcinomes de la vessie humaine (EJ et T24) (Newbold et al., 

1982). C’est pourquoi les auteurs ont examiné les effets transformants de l'oncogène v-Ha-RAS dans 

des cellules de fibroblastes de hamster et ont mis en évidence que la transfection de ce gène dans des 

fibroblastes normaux ayant une durée de vie limitée n’induisait pas de transformation cellulaire, mais 

entrainait la transformation des fibroblastes nouvellement "immortalisés" par des agents cancérigènes. 

Cela sous-entend que l’expression de RAS seule ne conduit pas à l’apparition de tumeur. En effet, les 

promoteurs tumoraux pourraient compléter la fonction des oncogènes cellulaires activés (Hsiao et al., 

1986). 

C’est en 1988, suite à la transfection des cellules BALB/c 3T3 avec l’oncogène v-H-RAS activé 

constitutivement, qu’un traitement des cellules Bhas 42 avec un agent promoteur de tumeur, le TPA, a 

entrainé la formation de foyers de transformation (Figure 14), suggérant que le gène RAS agissait 

comme un initiateur de la cancérogénèse (Sasaki et al., 1988). 

La présence du gène v-Ha-RAS dans les cellules Bhas 42 leur confère un statut de cellules initiées 

(Sasaki et al., 2015). Il n’est donc pas nécessaire de les prétraiter avec un agent initiateur de tumeur 

afin d’induire la transformation cellulaire par des agents promoteurs (Sasaki et al., 1988). 

 

 

 

Figure 14 : Comparaison des performances obtenues avec un test de transformation sur les cellules 
Bhas 42 et sur des cellules BALB/c 3T3.  
Les cellules ont été traitées avec un agent initiateur de tumeur, le MCA ou un agent pormoteur de tumeur, le 
TPA, en suivant les recommandations de l’OCDE. Coloration avec du Giemsa après 21 jours de culture. MCA : 
3-méthylcholanthrène ; TPA : 12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate. 

 

  



 

36 

 

5.5 Avantages à l’utilisation de la lignée Bhas 42 

Le test de transformation utilisant la lignée Bhas 42 modélise in vitro, les étapes d’initiation et de 

promotion de la cancérogenèse chimique et est particulièrement utile pour l’évaluation du potentiel 

transformant de produits chimiques pour lesquels les tests in vivo ne sont pas autorisés (Vanparys et 

al., 2012). Il existe de nombreux avantages à l’utilisation des cellules Bhas 42 :  

(1) ce test permet de détecter à la fois, les agents initiateurs de tumeur (Asada et al., 2005) et les agents 

promoteurs de tumeur (Ohmori et al., 2004). Bien que les Bhas 42 soient initiées, elles répondent 

toujours à des traitements avec des initiateurs de tumeurs (Asada et al., 2005) (Figure 14) (Tableau 

6) ;  

(2) de plus, le prétraitement avec un agent initiateur de tumeur peut être omis pour détecter l’activité 

promotrice d’un agent ;  

(3) la durée du test est relativement brève par rapport aux autres modèles, de 2,5 à 3 semaines après 

l'ensemencement cellulaire ;  

(4) et enfin, le nombre de cultures témoins et traitées nécessaires pour évaluer le potentiel cancérogène 

d’un produit chimique est plus réduit comparé aux autres tests de transformation (Muramatsu et al., 

2009; OECD, 2016; Ohmori et al., 2004). En conclusion, en comparaison avec les cellules BALB/c 3T3, 

le test de transformation réalisé sur les cellules Bhas 42 est un système sensible qui a permis de réduire 

les coûts et le temps de travail (Sasaki et al., 1988).  

 

Tableau 6 : Tableau comparatif des différents tests de transformaiton 

 Cellules SHE Lignée C3H10T1/2 Lignée BALB/c 3T3 Lignée Bhas 42 

Cellules Cellules primaires Lignée cellulaire Lignée cellulaire  Lignée cellulaire 

Pré-traitement Oui Oui Oui Non 

Durée  10 jours 6 semaines 5 semaines 3 semaines 

Stabilité Utilisable sur un ou deux passages 

Besoin de cellules nourricières 

Stable Stable Stable 

Cellules 

nourricières 

Oui Non Non Non 

5.6 Principe du test de transformation sur les cellules Bhas 42 

Le test de transformation cellulaire sur les cellules Bhas 42 repose sur deux essais menés en 

parallèle, le test d’initiation et le test de promotion (OECD, 2016; Sakai et al., 2011).  

5.6.1 Test d’initiation 

(Asada et al., 2005) ont découvert qu’une modification légère du protocole du test de transformation en 

deux étapes permet de détecter les initiateurs de tumeurs. Il est reconnu que les mutations induites par 

un agent chimique initiateur sont fixées après un ou plusieurs cycles de réplication cellulaire (Chu and 

Malling, 1968; Duncan and Brookes, 1973; Sasaki et al., 1990). Ainsi, dans le test d'initiation, les cellules 

sont ensemencées à faible densité, puis traitées une fois au début de la phase de croissance permettant 

à la cellule d’effectuer plusieurs cycles cellulaires nécessaires à la fixation des dommages à l'ADN. 



 

37 

 

Selon ce protocole, un initiateur de tumeur tel que le MCA produit des foyers transformés. Cela peut 

être dû à des mutations de gènes liées à la transformation (Sasaki et al., 2015). Le TPA, quant à lui, 

n’induit pas la formation de foyers par ce protocole (Figure 14).  

5.6.2 Test de promotion 

Dans le test de promotion, les cellules sont ensemencées à plus forte densité et traitées de façon 

répétée pendant la phase stationnaire. S’il est promoteur, l’agent testé va induire le développement des 

cellules initiées (Mondal et al., 1976; Ohmori et al., 2004; Yamasaki et al., 1996). Avec ce protocole, un 

traitement des cellules Bhas 42 avec un agent initiateur n’induit pas la formation de foyers (Figure 14). 

 

Les données de ces deux tests de transformation en condition d’initiation et de promotion suggèrent 

que la division cellulaire est un aspect important dans l’inititation de la tumeur et que la communication 

cellulaire est un aspect important de la promotion de la tumeur. En effet, il est connu que les agents 

promoteurs de tumeurs inhibent des communications intercellulaires essentielles à l’homéostasie 

cellulaire. De ce fait, une cellule ayant perdu sa capacité à communiquer avec les autres cellules pourrait 

échapper au contrôle de prolifération cellulaire, ce qui favoriserait la formation d’une tumeur, ou dans le 

cas des cellules Bhas 42, la formation de foyers transformés (OECD, 2016; Ohmori et al., 2004; Trosko 

et al., 1990).  

Dans les deux cas, après 21 jours de croissance, les foyers de transformation sont colorés et comptés. 

 5.7 Validation du test de transformation 

Dans le but de valider le test de transformation sur les cellules Bhas 42, une étude internationale inter-

laboratoire a été effectuée (Sakai et al., 2011). Au total, six laboratoires ont participé et douze agents 

chimiques ont été testés. Chaque agent a été testé par trois laboratoires. Ainsi, l'étude a permis de 

démontrer que le test de transformation sur les cellules Bhas 42 est transférable et reproductible entre 

les laboratoires et applicable à la détection à la fois de l'activité initiatrice et de l'activité promotrice des 

substances cancérogènes (Sakai et al., 2011). De plus, une étude menée sur 98 produits chimiques a 

montré que ce test pouvait distinguer ceux reconnus comme cancérogènes de ceux reconnus comme 

non cancérogènes chez l’Homme et/ou l’animal. La performance du test de transformation cellulaire 

Bhas 42 pour la prédiction de la cancérogénicité chimique a été étudiée à partir des résultats d'analyses 

de 52 substances cancérogènes et de 37 substances non cancérogènes. La concordance était de 78%, 

la sensibilité de 73% (proportion de vrais positifs parmi la totalité des substances étudiées), la spécificité 

de 84% (proportion de vrais négatifs parmi les substance négatives), la prédictivité positive de 86%, la 

prédictivité négative de 69%, le taux de faux négatifs de 27% et le taux de faux positif de 16%. Ces 

résultats étaient supérieurs ou équivalents à ceux des tests de génotoxicité. De plus, parmi les 52 

substances cancérogènes testées dans ces études, environ la moitié était négative ou discordante dans 

le test d’Ames, un test de mutagénèse sur bactérie très utilisé permettant de détecter des mutations 

ponctuelles provenant de substitutions ou de décalges du cadre de lecture. Dans le test 

de transformation cellulaire Bhas 42, 17 des cancérogènes Ames négatifs ou Ames discordants ont été 
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jugés positifs (Sakai et al., 2010), ce qui souligne l’intérêt du test Bhas 42 pour détecter les agents 

promoteurs de tumeur. 

6. Silices cristallines, SAS et cancer 

La silice cristalline est connue pour provoquer des maladies pulmonaires, comme le cancer  chez les 

travailleurs exposés à des particules respirables (Leung et al., 2012; Napierska et al., 2010; Rimal et 

al., 2005). De plus, des études in vivo impliquant une inhalation chronique de silice cristalline chez le 

rat ont montré que ces particules induisent des fibroses et des tumeurs pulmonaires (IARC, 1997; Reiser 

and Last, 1979; Saffiotti, 1992). In vitro, la silice cristalline, Min-U-Sil 5Ò  induit une transformation 

néoplasique des cellules BALB/c 3T3 et des cellules SHE de façon dose dépendante (Darne et al., 

2016; Saffiotti and Ahmed, 1995). Le mécanisme de cancérogénèse des silices cristallines serait lié à 

la production de ROS au niveau pulmonaire, conduisant à la formation de dommages à l'ADN (Fubini 

and Hubbard, 2003). Pour ces raisons, les microparticules de silice cristallines sont classées depuis 

1997 par le CIRC dans le groupe 1, comme cancérogène avéré pour l’Homme (IARC, 1997).  

Concernant le potentiel cancérogène des SAS, il n’existe que peu de données. In vivo, alors que 

(Lewinson et al., 1994) n’ont pas observé de formation de tumeurs suite à l’exposition de rats femelles 

à l’AEROSIL R972Ò (pyrogénée) et au Sipemat D 17 (précipitée), deux études de cancérogenèse à long 

terme chez le rat ont montré que l’instillation intra-trachéale répétée de SAS pyrogénées, cinq 

instillations (3 mg par instillation) (Pott and Roller, 2005) ou trente instillations (0,5 mg par instillation) 

(Kolling et al., 2011) augmente l'incidence des tumeurs du poumon (Tableau 2). In vitro, (Uboldi et al., 

2012) n’a pas mis en évidence la formation de foyers de transformation suite au traitement des cellules 

BALB/c 3T3 avec la SAS précipitée NM-200 et la SAS pyrogénée NM-203. En revanche, (Fontana et 

al., 2017) ont mis en évidence la capacité des SAS précipitées NM-200 et NM-201 et des SAS 

pyrogénées NM-202 et NM-203 à induire une transformation suite à un traitement répété des cellules 

Bhas 42. 

A ce jour, au même titre que les particules de silice amorphes naturelles (par exemple, la terre de 

diatomée), les SAS sont considérées comme n'ayant pas d’effet spécifique sur la santé humaine et sont 

classées dans le groupe 3 par le CIRC. 
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Chapitre II : OBJECTIFS DE L’ETUDE 

Afin d’évaluer le danger des substances potentiellement cancérogènes, les tests de transformation 

cellulaires représentent une alternative pertinente aux essais in vivo de cancérogenèse à long terme. 

Les travaux de l’INRS s’inscrivent dans cette démarche de prévention. L’institut a mis en place le test 

de transformation des cellules Bhas 42. Une fois validée avec des substances chimiques connues pour 

leur effet cancérogène tel que le TPA (un agent promoteur de tumeur), la pertinence du test a été 

évaluée avec des agents microparticulaires, et en particulier avec deux silices, l’une cristalline, le Min-

U-Sil 5Ò, substance classée cancérogène, et l’autre, la DE, une silice amorphe non classée 

cancérogène. L’INRS s’est alors intéressé au potentiel transformant de différentes SAS (précipitées 

NM-200 et NM-201, et pyrogénées NM-202 et NM-203), susceptibles de représenter un risque pour les 

travailleurs exposés. Les 4 SAS testées se sont avérées toutes transformantes dans le modèle Bhas 

42 en condition de promotion. De plus, la SAS pyrogénée NM-203 présentait la capacité de 

transformation la plus élevée (Fontana et al., 2017). Le test de transformation des cellules Bhas 42 est 

donc pertinent cependant il reste un test relativement long à réaliser. C’est pourquoi le développement 

d’un test de criblage rapide pour évaluer le potentiel transformant des substances chimiques, incluant 

les SAS, est requis. L’objectif de cette thèse était donc de rechercher par une approche transcriptomique 

une signature précoce de gènes impliqués dans les effets transformants des SAS sur les cellules Bhas 

42 qui pourrait être utilisée pour le test de criblage.  

Il s’agissait : 

- de décrypter les effets moléculaires de la SAS pyrogénée NM-203 ; 

- de comparer les changements d’expression des gènes dans les cellules Bhas 42 exposées à 

la SAS pyrogénée NM-203, la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò (témoin particulaire positif), le TPA 

(témoin positif) et la terre de diatomée (témoin particulaire négatif) ; 

- d’identifier une signature de gènes prédictive des effets transformants des agents chimiques ; 

- d’étudier la corrélation entre les ARNm et les protéines ; 

- de définir la meilleure méthode de criblage permettant d’évaluer le potentiel transformant des 

SAS ; 

- d’étudier si cette signature était retrouvée avec d’autres SAS (précipitées NM-200 et NM-201 

et pyrogénée NM-202) ; 

- et d’étudier l’évolution de cette signature en fonction du temps d’exposition des cellules Bhas 

42 à la SAS  pyrogénée NM-203, la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò  et le TPA.  
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Chapitre III : MATERIELS ET METHODES 

1. Culture de la lignée cellulaire Bhas 42 

La lignée cellulaire Bhas 42 (Japanese Collection of Research Bioresources Cell Bank No.: JCRB0149) 

est une lignée murine issue des cellules BALB/c 3T3 transfectées avec l’oncogène viral v-Ha-RAS afin 

de rendre RAS actif constitutivement. La lignée de cellules Bhas 42 est constituée de cellules 

fibroblastiques adhérentes. Elles sont fournies par Harlan Laboratories (Rossdorf, Allemagne) au 

passage 19 par rapport au clone d’origine. 

Afin d’obtenir un lot de cellules suffisamment important du même passage, les cellules Bhas 42 du 

passage P19 ont été décongelées puis cultivées dans le milieu M10F [minimum essential medium 

(MEM) (1 g/L de glucose - Gibco), (Invitrogen, France), supplementé avec 1% de pénicilline-

streptomycine (v/v) (pénicilline : 10 000 U/mL ; streptomycine : 10 000 μg/mL - Gibco) et 10% de sérum 

de veau fœtal (SVF) (v/v) (Dutscher, France)] dans un incubateur maintenu en atmosphère humide et 

à 5% de CO2. Lorsque les cultures ont atteint environ 70% de confluence, les cellules ont été récupérées 

en utilisant de la trypsine/ ethylènediaminetétraacétique (EDTA) à 0,25% (v/v) (Invitrogen). Après 

amplification (quatre passages), les cellules ont été resuspendues à 5x105 cellules/mL dans une 

ampoule contenant 0,5 mL de milieu M10F frais et 5% de diméthylsulfoxyde (DMSO), Sigma Aldrich, 

France), congelées à -80°C et conservées dans de l’azote liquide.  

Afin d’être utilisées pour le test de transformation, une ampoule, contenant des cellules Bhas 42 P23, a 

été décongelée 7 jours avant l’expérience puis les cellules ont été ensemencées à 2400 cellules/cm² 

(15 000 cellules/mL) dans un flacon de culture (75 cm²) contenant du milieu M10F. Après 4 jours de 

culture (soit 3 jours avant l’expérience), les cellules ont été trypsinées puis réensemencées à 4000 

cellules/cm² (25 000 cellules/mL) dans des flacons de culture contenant du milieu de culture DF5F 

[Dulbecco/Vogt modified Eagle's minimal essential medium (DMEM/F12) (3 g/L de glucose - Gibco), 

(1/1) (Invitrogen) supplémenté de 1% pénicilline-streptomycine (v/v) (pénicilline : 10 000 U/mL ; 

streptomycine : 10 000 μg/mL - Gibco) et de 5% de SVF (v/v)]. 

2. Le test de transformation sur les cellules Bhas 42 et test de 
survie cellulaire 

2.1 Test de transformation en trois traitements 

Après décongélation des cellules et amplification, les cellules ont été ensemencées en condition de 

promotion à 1460 cellules/cm² dans 2 mL de milieu (soit 14 000 cellules/puits), au jour 0 dans des 

plaques 6 puits. Au jour 4, les cellules ont été traitées avec l’agent chimique à tester durant la phase 

stationnaire. Le milieu de culture a été remplacé par du milieu frais contenant l’agent à tester. Le 

traitement a été renouvelé aux jours 7 et 10. Au jour 14, le milieu a été remplacé par du milieu seul. Au 

jour 21, les cellules ont été rincées au tampon phosphate salin (PBS) (144 mg/L KH2PO4, 9 g/L NaCl, 

795 mg/L Na2HPO4-7H2O (Invitrogen), puis fixées avec 2 mL d’éthanol absolu pendant 10 minutes. 

Elles ont ensuite été colorées pendant 30 minutes avec 2 mL de giemsa 5% (v/v). Après rinçage à l’eau 
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et séchage, les foyers ont été dénombrés à l’aide d’un microscope binoculaire (Figure 15). Une photo 

d’un foyer après 21 jours de culture et une coloration au giemsa est présentée Figure 16.  

Au jour 7, un test de survie cellulaire a été effectué (cf paragraphe 2.3).  

 

Figure 15 : Protocole du test de transformation cellulaire dans des conditions de promotion standards 
sur les cellules Bhas 42 (cellules en phase stationnaire).  
7 jours avant l’expérience, les cellules sont décongelées dans du milieu M10F. Après 4 jours de culture, les 
cellules sont cultivées pendant 3 jours dans du milieu DF5F. Les cellules sont ensemencées à J0 en condition 
de promotion puis traitées trois fois à J4, J7 et J10 avec l’agent chimique présent dans le milieu frais. Le milieu 
contenant l’agent testé est remplacé par du milieu frais à J14. A J21, les cellules sont colorées avec du giemsa 
et un comptage des foyers est réalisé. M10F : milieu MEM (Minimum essential medium) supplementé avec 1% 
pénicilline-streptomycine et 10% de SVF (sérum de veau fœtal) ; DF5F : milieu DMEM/F12 (Dulbecco/Vogt 
modified Eagle's minimal essential medium) supplémenté de 1% pénicilline-streptomycine et de 5% de SVF ; J : 
Jour 
 

 

 

Figure 16 : Photo d’un foyer après 21 jours de culture et une coloration au Giemsa. 

2.2 Test de transformation en un traitement 

Afin de vérifier si un traitement unique avec les particules de silice peut conduire à une transformation 

cellulaire, une expérience a été réalisée en effectuant un seul traitement au jour 4 (comme dans le 

protocole classique). Aux jours 7, 10 et 14, le milieu a été changé, sans ajout de particules 

supplémentaires. Les cellules ont été ensuite colorées classiquement au jour 21 (Figure 17). Le test de 

survie cellulaire reste identique à celui effectué dans le protocole classique (cf paragraphe 2.3). 

 



 

42 

 

 

Figure 17: Principe du test de transformation cellulaire dans des conditions de promotion en traitement 
unique sur cellules Bhas 42.  
Le début du test est identique au protocole classique. A J0, les cellules sont ensemencées en condition de 
promotion puis traitées une fois à J4 avec l’agent chimique. Le milieu contenant l’agent testé est remplacé par 
du milieu frais à J4, puis des changements de milieu sont également réalisés à J7, J10, et J14. A J21, les cellules 
sont colorées avec du giemsa et un comptage des foyers est réalisé. En parallèle un test de survie cellulaire est 
effectué dans les mêmes conditions que le protocole classique. Les critères de sélection des doses à tester dans 
le test de transformation sont également identiques.  

2.3 Test de survie cellulaire à J7  

Pour le test de survie cellulaire, les étapes précédentes étaient les mêmes jusqu’au jour 7. Les cellules 

ont été trypsinées et un aliquot de la suspension cellulaire a été coloré avec un mélange acridine 

orange/iodure de propidium puis analysé à l’aide d’un Cellometer® vision (Nexcelom Bioscience, 

Lawrence, MA). L’acridine orange colore en vert toutes les cellules, l’iodure de propidium colore en 

rouge les noyaux des cellules mortes. La survie cellulaire est exprimée en pourcentage de cellules 

vivantes dans les cultures traitées par rapport aux cellules vivantes dans les cultures témoins. 

2.4 Choix des concentrations pour le test de transformation 

Les résultats des tests de cytotoxicité guident le choix des concentrations à sélectionner dans les tests 

de transformation. Le rapport de l’OCDE préconise de tester au moins deux doses en-dessous de la 

dose sans effet toxique observable (NOAEL) dans le test de transformation ; deux doses situées entre 

la NOAEL et concentration inhibitrice 50 (CI50) et une dose entre la CI50 et la CI90 (OECD, 2016). 

2.5 Identification des foyers transformés et interprétation des 
résultats 

Les foyers de transformation ont été observés en utilisant un microscope binoculaire. Comme décrit 

dans l’introduction (Figure 12), les foyers se caractérisent par différentes propriétés morphologiques. 

Un catalogue d’images représentant différents types de foyers négatifs et positifs a été publié afin 
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d’aider à la reconnaissance de ces foyers transformés et de les distinguer des foyers non transformés 

(Sasaki et al., 2012). 

Selon la ligne directrice OCDE concernant le test de transformation cellulaire Bhas 42 (OECD, 2016), 

un composé est dit transformant si au minimum deux doses induisent une augmentation significative du 

nombre de foyers transformés par rapport aux cultures témoins. Si une seule dose induit une 

augmentation significative du nombre de foyers mais que la réponse est dose dépendante, il est aussi 

considéré comme positif. En revanche, dans le cas d’une seule dose significative mais sans dose 

réponse, le composé est alors classé comme équivoque et à confirmer en recommençant l’expérience 

et en élargissant la gamme de dose. De plus, pour être considéré comme valide, en condition de 

promotion, le nombre de foyers spontanés dans les conditions témoins doit être inférieur à 12 dans une 

plaque de 6 puits de 9,6 cm². Enfin, si aucune des doses n’induit d’augmentation significative, le 

composé est considéré comme non transformant.  

3. Particules et traitements cellulaires 

3.1 Caractéristiques physico-chimiques des particules de silice  

Les échantillons de nanomatériaux de silice utilisés dans cette étude sont des nanoparticules de silice 

amorphes dite « précipitées » ou « pyrogénées ». Les SAS précipitées NM-200 et NM-201, et les SAS 

pyrogénées NM-202 et NM-203 ont été obtenues auprès du centre de recherche : the European 

commission’s joint research center (EC-JRC, Ispra, Italie), un organisme qui référence des lots de 

nanomatériaux manufacturés et caractérise leurs principaux paramètres physico-chimiques. Une 

microparticule de silice cristalline, le quartz Min-U-Sil 5Ò, a été obtenue auprès de US Silica Co. Une 

silice micrométrique amorphe, la silice amorphe DE a également été utilisée. La silice amorphe DE a 

été obtenue auprès de la communauté Européenne du charbon et de l’acier (CECA, Paris, France). Les 

caractéristiques physiques et chimiques des lots de SAS, de la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et de la 

silice amorphe DE ont été établies dans des études précédentes (Elias et al., 2006; Fontana et al., 2017; 

Rasmussen et al., 2013) et sont présentées dans les Tableaux 1 et 7.  
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Tableau 7 : Caractérisations physico-chimiques de la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et de la silice amorphe 
DE. 

 

 
a La taille a été déterminée par microscopie électronique à transmission.  
 
b Les impuretés ont été déterminées par spectrométrie de dispersion d'énergie. 

c La surface spécifique BET (Brunauer-Emmet-Teller) a été déterminée par adsorption d'azote. En injectant un nombre de 
molécule d’azote, sous forme gazeuse, connu dans un tube contenant des nanoparticules, l’azote va s’adsorber sur la surface de 
l’ensemble des particules sous la forme d'une monocouche. Après dégazage des molécules non adsorbées et connaissant la 
valeur de la surface de molécules de gaz adsorbées en monocouche, la surface spécifique va alors pouvoir être déterminée par 
l’equation suivante :  

S = n x Sm ; Où : S = Surface totale de l'échantillon ; n = nombre de molécules de gaz adsorbées en monocouche ; Sm = surface 
d'une molécule de gaz. 

d La diffusion dynamique de la lumière (en anglais, dynamic light scattering ou DLS) a été réalisée à l’aide d’un Nanozetasizer 
(Malvern). Les échantillons ont été dispersés dans de l'eau comme décrit dans la section Matériels et méthodes. Les valeurs 
représentent la moyenne ± écart type de trois analyses DLS. La DLS est une technique d'analyse spectroscopique utilisée afin 
de déterminer le diamètre apparent de particules en suspension dans un liquide. 

e Non déterminé, les données obtenues par analyse DLS ne répondaient pas aux critères de qualité. 

 

3.2. Préparation des échantillons et traitement cellulaire 

Les suspensions de silice ont été préparées à la concentration appropriée avec de l’eau ultra-purifiée 

(Elga, France) filtrée à 0,22 µm (filtres Millipore, France). Ces suspensions ont été réalisées dans des 

tubes en verre, puis soumises à une ultra-sonication pendant 5 minutes à une amplitude de 10% à l’aide 

d’un sonicateur muni d’un système cuphorn (Branson Ultrasonics Corp, Danbury, Connecticut).  

Des dilutions en série ont été préparées dans de l'eau ultra-purifiée à partir de la suspension traitée aux 

ultrasons. Chaque dilution a été ajoutée dans le milieu de culture DF5F, permettant d’obtenir une 

concentration finale en eau de 2% (v / v). Les concentrations finales en particules ont été exprimées en 

masse par surface de culture cellulaire, dans un intervalle de concentration allant de 1 µg/cm² à 40 

µg/cm², selon la particule étudiée. Le TPA a été dilué à 0,05 µg/mL dans du DMSO (Sigma Aldrich) à 

une concentration finale de 0,1% (v / v). 

      
DLSd 

Silices  Origine Principale 
Phase 

Taille de la 
particulea 

Impurtés 
(wt%)b 

BET 
SSA 
(m2/g)c 

Z-average 
dans l’eau 
(nm) 

Indice de 
polydispersité 

Min-U-Sil 5Ò natural crystalline 
1,33 ± 
0,85 µm 

Al (0,16); Fe (0,05); Ca 
(0,04); Mg (0,01) 5 1385,7 ± 377,0 0,318 ± 0,130 

DE natural amorphous 
1,35 ± 
1,48 µm 

Al (1,4); Fe (1,3); Ca 
(2,2); Ti (0,3); Mg (0,2) 20 ND ND 
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4. Analyse de l’expression génique 

4.1 Extraction d’ARN pour les analyses par transcriptomique et RT-
qPCR 

Les échantillons d'ARN ont été obtenus à partir de quatre expériences indépendantes. Après 48h de 

traitement des cellules Bhas 42, le milieu a été aspiré et les cellules ont été lavées au PBS (144 mg/L 

KH2PO4, 9 g/L NaCl, 795 mg/L Na2HPO4-7H2O (Invitrogen)). Le PBS a été aspiré et les cellules ont été 

lysées dans 350 µL de tampon de lyse contenant du thiocyanate de guanidinium (tampon RLT). Puis 

les échantillons ont été vortexés et congelés à -80°C. Les ARN totaux ont été extraits à l’aide du kit 

RNeasy Plus Mini (Qiagen, Courtaboeuf, France) conformément aux instructions du fabricant. 

Les échantillons ont été déposés sur des colonnes Qiashredder permettant d’éliminer les débris 

cellulaires. Les échantillons ont été ensuite centrifugés 1 min à 8000 g et l’éluat a été déposé sur des 

colonnes DNAg Eliminator afin d’éliminer l’ADN génomique. Les échantillons ont été alors centrifugés 

1 min à 8000 g puis mélangés avec 350 µL d’éthanol 70% (v/v). Ce mélange a été déposé sur des 

colonnes RNeasy Mini spin qui ont une grande affinité pour les ARN. Les échantillons ont été centrifugés 

1 min à 8000 g, lavés avec un tampon RW1 puis deux fois avec du tampon RPE contenant de l’éthanol. 

L’éluat a été jeté et les échantillons ont été centrifugés 1 min à 8000 g. Enfin, les ARN ont été élués 

avec 30 µL d’eau et dosés à l’aide d’un nanospectrophotomètre (NanoPhotometer® P-Class, Implen, 

France).  

4.2 Vérification de la qualité des ARN 

La qualité des ARN a été vérifiée dans un premier temps par un gel d’agarose (2%) contenant 0,001% 

de Gel Red (Biotum), un intercalant de l’ADN. Une quantité de 500 ng d’ARN mélangée à 1 µL de bleu 

de bromophénol a été déposée dans les puits du gel d’agarose. La migration a été effectuée pendant 

30 minutes à 100 V dans du tampon Tris Acétate EDTA 1X (TAE, 40 mM de Tris, 20 mM d’acide acétique 

et 1 mM d’EDTA (BioRad)). Les échantillons ont été révélés à l’aide du système Gel DocTM (BioRad) 

par exposition aux UV grâce au logiciel Quantity OneTM.  

Une analyse de la qualité des ARN a également été réalisée avec un bio analyser 2100 expert (Agilent, 

Allemagne) en utilisant le Kit Agilent RNA 6000 nano Reagent. Le kit a été utilisé selon le protocole 

fourni. Une concentration de 100 ng/µL d’ARN a été chauffée 2 min à 70°C afin de les dénaturer. Un 

volume de 65 µL de gel d’agarose a été déposé sur un filtre et centrifugé 10 min à 1500 g à température 

ambiante. Un volume de 1 µL de cyanine 3 a été mélangé au gel. Ce mélange a été ensuite vortexé 10 

secondes et centrifugé 10 min à 13000 g à température ambiante. Un volume de 9 µL de gel a été 

déposé dans les puits correspondants sur la puce. Puis un volume de 5 µL de marqueur de fluorescence 

a été déposé dans chacun des puits. Enfin, un volume de 1 µL de marqueur de taille et un volume de 1 

µL d’échantillons ont été déposés dans les puits correspondants. La puce a été vortexée 1 min à 2400 

tours/min puis déposée dans l’appareil d’analyse.  
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Pour être considérés comme étant de bonne qualité, les échantillons d’ARN utilisés pour les analyses 

d’expression de gènes doivent avoir un RNA integrity number (RIN) supérieur à 7. Dans notre étude, 

tous les échantillons d’ARN possédaient un RIN supérieur à 8,0 et étaient donc de bonne qualité. 

4.3 Analyse Transcriptomique 

 

Figure 18 : Les différentes étapes de la préparation d’une puce à ADN.  
(Plate-forme « Génomique Santé », Biosit Rennes) 

4.3.1 Conditions expérimentales 

L'analyse transcriptomique a été réalisée avec les ARN totaux extraits des cellules traitées durant 48h. 

Les cellules ont été exposées à de la SAS  pyrogénée NM-203 (1, 2 et 5 µg/cm²), la silice cristalline 

Min-U-Sil 5Ò (20 µg / cm²), la silice amorphe DE (5 µg/cm²), TPA ( 0,05 µg/mL) et à leur témoin associé, 

2% (v / v) de H2O pour la SAS  pyrogénée NM-203, la silice amorphe DE et la silice cristalline Min-U-Sil 

5Ò et 0,1% (v / v) de DMSO pour le TPA. Les différentes étapes de la préparation d’une puce à ADN 

sont présentées Figure 18. 

4.3.2 Synthèse de l’ARNc marqué 

A l’aide du kit de marquage QuickAmp à une couleur (one-color low-input QuickAmp labeling kit (Agilent 

Technologies)), une quantité de 100 ng d’ARNm a été rétrotranscrite et amplifiée en ADNc simple brin 

à l’aide d’une amorce d’oligodT contenant une séquence promotrice T7 qui est reconnue par la T7 RNA 

polymérase.  

Puis, les échantillons ont été soumis à une étape de dénaturation afin de déshybrider l’ADNc de l’ARN 

encore présent à cette étape, et le second brin a été synthétisé grâce à la transcriptase inverse. Enfin 

les ADNc ont été transcrits en ARN marqués à la cyanine 3 (Cy3) grâce à la T7 RNA polymérase qui 

se fixe sur le promoteur T7 pour déclencher la transcription des ADNc. Durant cette étape, des 

désoxycitidines marquées à la cyanine 3 ont été incorporées dans les brins d’ARN nouvellement 

transcrits. Les ARN ainsi obtenus sont appelés ARNc. 



 

47 

 

4.3.3 Purification des ARNc et dosage 

Les ARNc ont été purifiés à l’aide du Kit RNeasy mini (Qiagen, Courtaboeuf, France) avec une 

adaptation du protocole présenté précédemment. Dans chaque tube, un volume de 84 µL d’eau a été 

ajouté afin d’obtenir un volume final de 100 µL. Puis 350 µL de tampon RLT ont été ajoutés à chaque 

échantillon qui ont été vortéxés 5 à 10 secondes. A ce mélange ont été ajoutés 250 µL d’éthanol 95% 

(filtré) dans chaque tube qui ont été de nouveau vortéxés 2 à 3 secondes. Le mélange a été ensuite 

transféré sur les colonnes RNeasy mini spin qui ont été centrifugées 30 secondes à 18000 g à 4°C. 

L’éluat a été conservé puis lavé une première fois avec 500 µL de tampon RPE. Les échantillons ont 

été centrifugés 30 secondes à 18000 g à 4°C, puis lavés une deuxième fois avec 500 µL de tampon 

RPE. Les échantillons ont été centrifugés 1 min à 18000 g à 4°C, l’éluat a été jeté et une deuxième 

centrifugation a été réalisée 30 secondes à 18000 g à 4°C. Enfin les ARN ont été élués dans 30 µL 

d’eau exempte de RNase. 

Les échantillons ont été ensuite dosés au nanospectrophotomètre grâce au programme acide 

nucléique, RNA-dye pour avoir la concentration en cyanine 3. Un calcul du rendement a été effectué : 

[ARNc] (ng/µL) * volume élution (30µL) / 1000, ce rendement devant être au moins supérieur à 0,825. 

L’activité spécifique en cyanine 3 a été également déterminée : [Cy3] (pmol/µL) / [ARNc] (ng/µL) * 1000, 

celle-ci devant être au moins supérieure à 6. Dans notre étude, tous les échantillons avaient un 

rendement supérieur à 0,825 et une activité spécifique supérieure à 6.  

4.3.4 Hybridation 

Les ARNc ont été ensuite fragmentés avec un tampon de fragmentation et chauffés 30 min à 60°C, 

avant d’être hybridés pendant 17h sur des puces Agilent de souris (sureprint G3 mouse gene expression 

v2 8x60k pangenomic microarray) (Agilent Technologies). Les lames ont été désassemblées de la 

chambre d’hybridation dans un tampon de lavage wash buffer 1 dans un premier bac. Les lames ont 

ensuite été transférées dans le wash buffer 1 dans un deuxième bac et lavées 1 minute sous agitation 

face hybridée vers le flux, à l’abri de la lumière. Puis les lames ont été transférées dans un troisième 

bac contenant une solution de wash buffer 2 à 37°C et lavées 1 minute sous agitation face hybridée 

vers le flux à l’abri de la lumière. Enfin, les lames ont été retirées délicatement et horizontalement du 

tampon de lavage mais avec rapidité et sans à-coups. Les lames ont été scannées à l’aide d’un scanner 

Agilent (laboratoire de génétique médicale ; Service de cytogénétique et génétique moléculaire ; CHU 

de Nancy - Hôpitaux de Brabois).  

4.3.5 Extraction des données 

Les données d'expression génique ont été extraites à l'aide de Feature Extraction 11.0.1.1 (Grid ID : 

Design 074809) et analysées à l'aide du logiciel GeneSpring 14.9-GX-PA (Agilent Technologies). Les 

données d’intensité brute ont été normalisées via la méthode des percentiles shift. Pour l’analyse 

globale des données (toutes les conditions), pour étudier l’effet dose de la SAS pyrogénée NM-203 et 
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pour déterminer les gènes modulés de manière significative entre deux conditions (traitement vs 

contrôle (H2O ou DMSO)), les données ont été filtrées comme suit :  

quand dans au moins une des conditions, les sondes présentaient une intensité de fluorescence 

détectable dans 75% des réplicats ;  

quand dans au moins une des conditions les sondes présentaient une intensité de fluorescence 

supérieure au bruit de fond (>150) dans au moins 75% des réplicats ;  

quand dans au moins une des conditions, les sondes présentaient une intensité de fluorescence 

inférieure ou supérieure aux valeurs les plus extrêmes (fixées à 20%) dans 75% des réplicats, les 

sondes ont été conservées dans l’analyse.  

Un résumé des différentes étapes réalisées est disponible avec le Tableau 8. Les données obtenues 

ont été déposées dans le Gene Expression Omnibus du NCBI et sont accessibles via GEO à l’adresse 

suivante : (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE133279). 

 
Tableau 8 : Normalisation, filtration des données et tests statistiques. 

 Normalisation Filtre sur les flags 
Filtre sur les 
expressions 

Filtre sur les percentiles Test statistique 

Regroupement 
hiérarchique des 

données 

Percentile 
shift 

 

Conservation des 
valeurs détectées 

dans 75% des 
réplicats, dans au 

moins une condition 

Conservation des 
valeurs supérieures au 

bruit de fond (<150) 
dans 75% des réplicats, 

dans au moins une 
condition 

 
 

Conservation des 
valeurs inférieures ou 

supérieures aux valeurs 
les plus extrêmes dans 
au moins une condition 
dans 75% des réplicats 

Pas de test statistique 

Effet dose de la SAS 
pyrogénée NM-203 

ANOVA à un facteur 
suivi d'un test post-hoc 
de Tukey et d'un test de 

correction multiple de 
Benjamini-Hochberg 

(p-value <0,005 ; FC > 4) 
NM-203 (1 µg/cm²) 

vs 
Témoin H2O 

T-test non pairé suivi 
d'un test de correction 
multiple de Benjamini-

Hochberg 
(p-value < 0,05 ; FC > 2 

et 
p-value <0,005 ; FC > 4) 

 

NM-203 (2 µg/cm²) vs 
Témoin H2O 

NM-203 (5 µg/cm²) vs 
Témoin H2O 

Min-U-Sil 5Ò (20 
µg/cm²) vs 

Témoin H2O 
DE (5 µg/cm²) 

vs 
Témoin H2O 

TPA 
vs 

Témoin DMSO 

4.3.6 Principal component analysis (PCA)  

Une analyse PCA a été réalisée à l’aide du logiciel Genespring dans le but d’obtenir une représentation 

graphique de la répartition des intensités de fluorescence correspondant aux différents réplicats dans 

l’espace. Sur le graphique de la Figure 22 p 62, chaque intensité de fluorescence pour chaque 

échantillon a des coordonnées en trois dimensions dans l’espace (axes x, y, z). Si les coordonnées des 

réplicats sont proches dans l’espace, on peut considérer qu’ils constituent un groupe homogène.  

4.3.7 Test statistique 

Pour déterminer l’effet dose de la SAS pyrogénée NM-203 (à 1, 2 et 5 µg / cm²), une ANOVA à un 

facteur, suivie d’un test post-hoc de Tukey et d’un test de correction multiple de Benjamini-Hochberg, 
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ont été réalisés avec une p- valeur < 0,005 et un fold change FC > 4. Pour déterminer les gènes modulés 

de manière significative entre 2 conditions (traitement vs témoins (H2O ou DMSO)), un test t non apparié 

(correction Benjamini-Hochberg) avec une p-value <0,05, FC> 2 ou avec une p-value <0,005, FC> 4 a 

été utilisé. 

4.3.8 Analyses bio-informatiques 

Les données de la micropuce ont été regroupées avec le logiciel Gene Cluster 3.0 et l'arborescence a 

été visualisée à l'aide du logiciel TreeView 1.6. Une corrélation non centrée a été appliquée pour la 

mesure de la similarité et un couplage complet a été appliqué pour la classification génique. Les 

fonctions biologiques correspondant aux principaux groupes ont été évaluées à l'aide de l'outil 

FuncAssociate 2.0. Les principales voies de signalisation ont été identifiées à l'aide des logiciels, 

Ingenuity Pathway Analysis version 2019 (IPA) (Ingenuity Systems, Redwood City, Californie, États-

Unis), Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships (Panther) v14.1 et The Database for 

Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) v6.8 et une analyse d'enrichissement des 

signatures a été réalisée avec le logiciel Gene Set Enrichement Analysis (GSEA) v4.0.0 à l'aide de l'outil 

Java développé au Broad Institute (Cambridge, MA, États-Unis) sur une liste normalisée et filtrée de 

gènes. L’analyse GSEA non supervisée a été réalisée avec la collection d'ensembles de gènes C2 

sélectionnés via la base de données des signatures moléculaires (MSigDB). Le score d'enrichissement 

(ES) est déterminé après 1000 permutations. Enfin les diagrammes de Venn ont été réalisés grâce au 

site internet : http://www.pangloss.com/seidel/Protocols/venn.cgi. 

4.4 RT-qPCR 

4.4.1 Transcription inverse 

Les ARN (500 ng) ont été rétrotranscripts en ADNc grâce au Kit iScript cDNA synthesis (BioRad) selon 

les recommandations du fournisseur. Aux ARN ont été ajoutés le tampon de la réaction et la 

transcriptase inverse. Deux contrôles ont été effectués, un sans enzyme et un sans ARN, afin de vérifier 

que les échantillons n’étaient pas contaminés par de l’ADN. Les échantillons ont été incubés suivant le 

programme : 5 min à 25°C, 30 min à 42°C, 5 min à 85°C puis sont conservés à -20°C. 

4.4.2 Amplification par PCR en temps réel 

L’amplification de 10 ng d’ADNc a été réalisée en présence de iQTM SYBR® Green Supermix  (BioRad) 

additionné de 1 µL de PrimerPCR assay (selon les recommandation du fournisseur, BioRad) (les 

références sont fournies dans le Tableau 9) ou de 2,5 µM des amorces sens et anti-sens (Eurogentec, 

Anger, France) spécifiques des gènes d'intérêts (Tableau 9). L’amplification et la détection de la 

fluorescence des produits de PCR ont été réalisées dans un appareil à PCR en temps réel (CFX96 

TouchTM (BioRad)) suivant le programme : 1 cycle de 2 min à 95°C afin d’activer l’enzyme et de 

dénaturer l’ADN, 40 cycles de 5 secondes à 95°C pour dénaturer les brins et de 30 sec à 60°C pour 

permettre l’hybridation et l’amplification, suivie d’une courbe de dissociation pour vérifier l’absence 
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d’amplification de produits aspécifiques ou la formation de dimères d’amorces. Les résultats de la PCR 

ont été analysés à l'aide d'une droite standard. Une gamme a été réalisée à chaque PCR afin de 

déterminer une quantité d’ADNc nommée Sq (une quantité arbitraire) par le logiciel. Les résultats de la 

PCR ont été analysés à l'aide de la méthode Sq. Les résultats ont été exprimés par rapport à ceux des 

cellules témoins traitées avec H2O ou DMSO, fixées arbitrairement à 1. La β-Actine (ACTB), l’α-Tubuline 

(TUBA) et la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) ont été utilisées comme gènes de 

ménage dont les valeurs ont été moyennées (moyenne géométrique). Le design des amorces a été 

effectué grâce à l’outil informatique Primer 3 plus. Les produits d’amplification et la taille des amplicons 

ont été vérifiés par dépôts sur gel d’agarose. 

 

Tableau 9 : Référence et séquences nucléotidiques des amorces utilisées. 

Gènes 
Séquences des nucleotides ou Références des 

amorces 

Numéro 
d’accession 

Taille des 
amplicons 

ACTB 
Sens : GGCCAACCGTGAAAAGATGA 
Anti-sens : TACGACCAGAGGCATACAGG 

NM_007393.5 104 

TUBA 
Sens : CACTACACCATTGGCAAGGA 
Anti-sens : GCTGTGGAAAACCAAGAAGC 

NM_011653.2 
 

102 

GAPDH 
Sens : CTGCACCACCAACTGCTTAG 
Anti-sens : GTCTTCTGGGTGGCAGTGAT 

NM_001289726.1 108 

c-MYC 
Sens : CCCTAGTGCTGCATGAGGA 
Anti-sens : TGCCTCTTCTCCACAGACAC 

 103 

IL1RL1 Isoforme B 
Sens: TGTGTCTCTGCCTGAAGTGG 
Anti-sens : CTGGCCACCTAGGAATCAAA 

NM_010743.3 
 

246 

PRL2C1 
Sens : CTGCCACTCTTGCAATCTGA 
Anti-sens  : AACGCACTTCAGGACGTTG 

NM_001361045.1 
 

120 

PRL2C3 
Sens : GGCTTCCAACTCCAGTAAAG 
Anti-sens  : CAGTATCCGGGAGCATGGTT 

NM_011118.2 
 

105 

PRL2C5 
PrimePCR™ SYBR® Green Assay: Prl2c5, Mouse 
qMmuCID0041010 

MGI:1858413 
 

198 

AUNIP 
PrimePCR™ SYBR® Green Assay: 2610002D18Rik, 
Mouse 
qMmuCID0019311 

MGI:1917135 
 

70 

LGALS7 
PrimePCR™ SYBR® Green Assay: Lgals7, Mouse 
qMmuCED0040994 

MGI:1316742 

 
61 

 
LUM 

PrimePCR™ SYBR® Green Assay: Lum, Mouse 
qMmuCID0018636 

MGI:109347 
 

119 

MCM10 
PrimePCR™ SYBR® Green Assay: Mcm10, Mouse 
qMmuCED0039695 

MGI:1917274 

 
99 

POSTN 
PrimePCR™ SYBR® Green Assay: Postn, Mouse 
qMmuCID0026147 

MGI:1926321 
 

87 

RAD51AP1 
PrimePCR™ SYBR® Green Assay: Rad51ap1, Mouse 
qMmuCID0013473 

MGI:1098224 117 

SEMA3G 
PrimePCR™ SYBR® Green Assay: Sema3g, Mouse 
qMmuCID0024300 

MGI:3041242 

 
77 

SPARCL1 
PrimePCR™ SYBR® Green Assay: Sparcl1, Mouse 
qMmuCID0013589 

MGI:108110 

 
79 

TIMP4 
PrimePCR™ SYBR® Green Assay: Timp4, Mouse 
Tissue inhibitor of metalloproteinase 4 
qMmuCID0027280 

MGI:109125 
 

133 
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5. Analyse protéique 

5.1 Extractions protéiques 

Les cellules ont été exposées à J4 pendant 2 jours en présence de la SAS  pyrogénée NM-203 (1, 2 et 

5 µg/cm²), la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò (20 µg/cm²), la silice amorphe DE (5 µg/cm²), du TPA ( 0,05 

µg/mL) et de leur témoin associé : H2O à 2% (v / v) pour la SAS  pyrogénée NM-203, la silice amorphe 

DE et la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et DMSO à 0,1% (v / v) pour le TPA).  

A J6, les milieux cellulaires ont été récoltés et conservés à -80 ° C. Les couches de cellules ont été 

lavées 3 fois avec du PBS froid (1,44 mM de Na2HP04, 0,2 mM de KH2P04 contenant du NaCl à 0,148 

M, 2 mM de KCl) et grattées avec un grattoir en caoutchouc dans du tampon radioimmunoprecipitation 

assay buffer (RIPA) glacé (50 mM de Tris-HCl, pH 8 contenant 150 mM de NaCl, 1% (v / v) de Triton X-

100, 0,5% (p / v) de désoxycholate de sodium, 0,1% (p / v) de dodécylsulfate de sodium (SDS) et 1% 

(v / v) d’un mélange d’inhibiteurs de protéases et de phosphatases (Thermo Scientific). Les homogénats 

obtenus ont été placés sous agitation pendant 30 min à 4°C, puis centrifugés à 16 000 g pendant 20 

min à 4 °C. Un dosage colorimétrique des protéines a été effectué afin d’estimer la concentration en 

protéines dans chaque échantillon à l’aide d’un kit de quantification de protéines (Sigma-Aldrich) 

conformément au protocole du fabricant, en utilisant l’albumine de sérum bovin (BSA) comme étalon 

(kit de quantification des protéines, Sigma-Aldrich). 

5.2 Western blot 

Une quantité de 50 µg de protéines a été mélangée avec le tampon de Laemmli 1X (BioRad) et une 

quantité de 15 µL de protéines du milieu a été mélangée avec ce même tampon. Dans les deux cas, 

les échantillons ont été dénaturés 5 min à 95°C avant d’être déposés sur un gel en gradient de 

polyacrylamide de 4 à 20% (CriterionTM Stain-Free Protein Gel, BioRad). Les protéines ont migré selon 

leur poids moléculaire à 300 V dans du tampon de migration Tris-Glycine-SDS 1X (BioRad). Puis, le 

transfert a été réalisé dans des conditions « semi-liquides » à l’aide du système TransBlot Turbo 

(BioRad) sur une membrane de PolyVinyliDeneFluoride (PVDF) à 2,5 A pendant 10 min. Les 

membranes ont été activées pendant 1 min dans de l’éthanol 100% puis rincées dans du PBS-Tween 

1X pH 7 (PBS-T, 8% de NaCl (p/v); 0,2% de KCl (p/v); 1,44% de Na2HPO4 (p/v); 0,2% de KH2PO4 (p/v); 

et de 0,1% de Tween 20 (v/v)). L'étape de saturation a été réalisée dans le tampon PBS-Tween 1X pH 7 

contenant 5% (p/v) de lait écrémé pendant 1 h à température ambiante.  

Les membranes ont été ensuite lavées 3 fois 5 min dans du PBS-Tween 1X pH 7. Les solutions 

d'anticorps primaires ont été préparées dans le tampon PBS-Tween 1X pH 7 contenant 5% (p/v) de 

BSA et les membranes ont été incubées avec les anticorps primaires dirigés contre la Aurora kinase A 

and Ninein interacting protein (AUNIP, Cell signaling; 1: 500), Galectin-7 (ab206435; Abcam; 1: 1000), 

Lumican (LUM, 7076P2, Cell signaling; 1: 250), Interleukin1 receptor-like 1 (IL1RL1, Cell signaling, 1: 

1000), Mini Chromosome Maintenance deficient 10 ( MCM10, Cell signaling; 1: 500), Proliférine 

(AF1623; R&D System; 1: 1000), Metallopeptidase inhibitor 4 (TIMP4, Abcam; 1: 2000), β-Actine (4970; 

Cell signaling; 1: 10000) pendant une nuit à 4°C sous agitation et lavées 3 fois 5 min dans du PBS-
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Tween 1X pH 7. Les membranes ont été incubées pendant une heure à température ambiante avec 

des IgG anti-chèvre conjuguées à la horseradish peroxidase (HRP) (1 :5000) ou avec des IgG anti-lapin 

conjuguées à la HRP (1 :2000) dans du PBS-Tween 1X pH 7 contenatn 5% (p/v) de lait écrémé puis 

lavées 3 fois 5 min dans du PBS-Tween 1X pH 7. 

Enfin, les membranes ont été révélées par chimioluminescence par le système ChemiDocTM grâce à un 

mélange de solution (v/v) contenant du luminol, le substrat de la HRP, et du péroxyde, permettant la 

catalyse de la réaction (Clarity™ Western ECL Substrate, Biorad). Le signal de chimioluminescence a 

été quantifié à l’aide du logiciel Image Lab™. Les résultats présentés sont représentatifs de 3 

expériences indépendantes. 

5.3 Dosage de la périostine par enzyme-linked immuno assay 
(ELISA) 

Les milieux de culture de trois expériences indépendantes ont été collectés après 48h de traitement. Le 

taux de périostine a été mesuré en utilisant le kit ELISA Mouse Periostin/OSF-2 Duoset (R&D Systems). 

Brièvement, les anticorps de capture ont été fixés dans les puits de la plaque de 96 puits, une nuit à 

température ambiante. Trois lavages ont été effectués avec du tampon (0,05% Tween®20 dans du PBS, 

pH 7,2-7,4) en utilisant le laveur automatique (HydroFlex™, Tecan). Ces lavages ont été répétés à 

chaque étape. Les sites de liaisons non spécifiques ont été ensuite saturés par du PBS/BSA à 1% 

pendant une heure à température ambiante. Les différents points de gamme et les échantillons ont été 

déposés deux heures à température ambiante. L’anticorps de détection a été déposé pendant deux 

heures à température ambiante. La streptavidine (STR) couplée à la HRP a été déposée pendant 20 

min à température ambiante. Le substrat de la HRP, le 3,3’, 5,5’- tetramethylbenzidine (TMB) a été 

déposé pendant 20 min à l’abri de la lumière à température ambiante. Enfin, une solution STOP, 

composée d’acide sulfurique (2N H2SO4) a été déposée et une lecture de la plaque a été réalisée à 450 

nm à l’aide du logiciel Gen5TM. Les données ont été normalisées par rapport à la quantité en mg de 

protéines totales cellulaires (mesurée précédemment grâce au kit de quantification de protéines). 

 

6. Analyse par microscopie électronique à transmission 

Les cellules Bhas 42 ont été exposées à la SAS pyrogénée NM-203 à 5 µg/cm² pendant 48h dans les 

mêmes conditions que pour l'analyse transcriptomique. À la fin du traitement, les cellules ont été 

trypsinées et centrifugées à 800 rpm / min pendant 5 min. Le culot cellulaire a été fixé dans une solution 

de 2,5% de glutaraldéhyde et de 2,5% de formaldéhyde tamponnée avec 0,2 M de cacodylate pendant 

2h. Ensuite, les cellules ont été rinçées trois fois avec le tampon de cacodylate. Après une post-fixation 

dans du tétroxyde d'osmium à 1% et dans du tampon phosphate à 0,1 M pendant 1 heure, le culot a 

été rinçé dans des bains de tampon cacodylate et d'eau ultra-pure. Les cellules fixées ont été 

déshydratées dans une gamme de solutions d'éthanol pouvant aller jusqu'à 100%. 

Les cellules ont été enrobées dans une résine époxy, après des bains intermédiaires de solutions de 

résine / oxyde de propylène (50% / 50% et 75% / 25%). La polymérisation de la résine a été effectuée 
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à 60°C pendant 24 h. Des coupes de 90 nm ont été débitées à l’ultra-microtome, puis contrastées à 

l’acétate d’uranyle et au citrate de plomb. Des coupes ultra-fines ont été observées au microscope 

électronique à transmission (TEM) HT 7700 (Hitachi, Tokyo, Japon) à 100 kV et à l'aide d’un microscope 

électronique à balayage à émission de champ (STEM) 2100-F (Jeol, Tokyo, Japon) à 100 kV équipé 

d’une spectroscopie de rayons X à dispersion d'énergie Spirit (Bruker, Billerica, US). Cette dernière 

technique nous a permis de cartographier chimiquement l'emplacement de l'élément de silice (Si) dans 

des images à haute résolution. 

7. Analyse statistique  

Les analyses statistiques ont été effectuées à l'aide du logiciel Graph Pad Prism (version 8.0.1; 

Graphpad, San Diego, CA). Le seuil de significativité statistique a été défini à 5%. Pour les analyses du 

test de transformation et de survie cellulaire, une transformation logarithmique a été appliquée aux 

données. Pour les comparaisons multiples, la significativité a été évaluée par une ANOVA à un facteur 

suivie par un test de comparaisons multiples de Dunnett. Un test t non apparié a été utilisé pour la 

comparaison deux à deux (traitements vs témoin (H2O ou DMSO). Les données sont expirmése en 

moyenne ± écart type. 
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Chapitre IV : RESULTATS 

1. Résultats initiaux et hypothèse de travail 

Une des missions de l’INRS est de prévenir les risques chimiques auxquels sont exposés les 

travailleurs. Les tests de transformation in vitro sont des outils pertinents afin d’évaluer le potentiel 

cancérogène des substances chimiques, incluant les nanoparticules ; ils pourraient être aussi une 

alternative à l’expérimentation animale. Les travaux de cette thèse se sont focalisés sur le test de 

transformation des cellules murines Bhas 42.  

Précédemment, nous avons étudié si quatre SAS différentes, représentatives de la production 

industrielle, les SAS précipitées NM-200 et NM-201 et les SAS pyrogénées NM-202 et NM-203 

pouvaient induire une transformation des cellules Bhas 42 (Fontana et al., 2017) (cf article en annexe). 

Comme précisé dans l’introduction, le test de transformation sur les cellules Bhas 42 repose sur deux 

essais, le test d’initiation et le test de promotion (OCDE, 2016; Sakai et al., 2011). Dans un premier 

temps, la mise en place du test de transformation sur les cellules Bhas 42 a été réalisée en utilisant des 

agents de référence positifs, le MCA, un agent initiateur de tumeur, et le TPA, un agent promoteur de 

tumeur ; une microparticule de silice cristalline Min-U-Sil 5Ò, classée comme cancérogène, et la 

microparticule de silice amorphe DE, non classée comme cancérogène.  

L’effet transformant du MCA, du TPA, de la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et l’effet non transformant de 

la silice amorphe DE ont été vérifiés, et pour la première fois, les SAS précipitées NM-200, NM-201, et 

les SAS pyrogénées NM-202 et NM-203 ont induit une transformation des cellules Bhas 42 mais 

uniquement en condition de promotion après trois traitements. De façon intéressante, parmi les SAS 

testées, la SAS pyrogénée NM-203 a le potentiel de transformation le plus élevé (Fontana et al., 2017). 

De plus, un traitement unique des cellules Bhas 42 en condition de promotion, avec la SAS pyrogénée 

NM-203 et la microparticule de silice cristalline Min-U-Sil 5Ò peut induire également une transformation 

cellulaire.  

Un résumé des résultats obtenus avec le test de transformation en un et trois traitements est présenté 

Tableau 10. Ces résultats nous ont orienté sur le choix de la SAS pyrogénée NM-203 et des doses à 

étudier pour la suite des travaux de cette thèse.  

 

Tableau 10 : Résumé des résultats des tests de transformation cellulaire en trois ou un traitement.  
T : Transformant ; NT : Non Transformant. 

 3 traitements 1 traitement 

12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate (référence « promoteur positif ») : 

TPA 

T (0,05 µg/mL) T (0,05 µg/mL) (résultats 

non publiés) 

Microparticule de silice cristalline : 

Min-U-Sil 5Ò 

T (15 µg/cm²) T (20 µg/cm²) 

Microparticule de silice amorphe : 

Terre de diatomée (DE) 

NT NT 

Nanoparticules de silice amorphes pyrogénée: 

NM-203 

T (dès 2 µg/cm²) T (dès 5 µg/cm²) 
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Puisqu’un seul traitement avec la SAS pyrogénée NM-203 induisait une transformation des cellules 

Bhas 42 en condition de promotion (Fontana et al., 2017), il nous a paru intéressant d’étudier les effets 

moléculaires consécutifs à un seul traitement dans le contexte du test de transformation. Nous avons 

alors recherché l’implication des mécanismes épigénétiques dans le potentiel transformant des SAS en 

étudiant dans un premier temps l’effet de la SAS pyrogénée NM-203 après 48h de traitement en 

comparaison avec la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò (Kirsch, 2016; Seidel et al., 2017) (cf article en 

annexe). Il était important de vérifier si la transformation cellulaire par les SAS était associée à des 

mécanismes non-génotoxiques (Benigni and Bossa, 2011; Snyder and Green, 2001). Nos résultats ont 

montré que la SAS pyrogénée NM-203 n’affecte ni l’expression des DNMT et des HDAC, ni la 

méthylation globale de l’ADN et l’acétylation des histones H3 et H4. En revanche, elle augmentait à la 

fois l’expression de l'oncogène c-MYC, connu pour son implication dans la transformation cellulaire 

(Flores et al., 2004; Parfett et al., 2000) et les marques actives d'histones sur un des promoteurs de c-

MYC telles que des acétylations ou des tri-méthylations d’histones H3 sur différentes lysines pouvant 

conduire à la sur-expression de ce gène (Seidel et al., 2017).  
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2. Présentation 

Afin d’obtenir une compréhension plus large des effets moléculaires impliqués dans la transformation 

des cellules Bhas 42 induite par les SAS, une approche transcriptomique globale et non supervisée a 

été réalisée sur la SAS pyrogénée la plus transformante, la SAS pyrogénée NM-203 (à différentes 

doses), la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò, le TPA et la silice amorphe DE. Notre choix s’est porté sur un 

temps de traitement de 48h car, dans cette condition, la SAS pyrogénée NM-203 et la silice cristalline 

Min-U-Sil 5Ò induisent des changements d’expression de gènes associés à des mécanismes 

épigénétiques (Seidel et al., 2017). Nous avons ainsi considéré qu’après 48h de traitement, d’autres 

modifications d’expression de gènes liés à la transformation des cellules Bhas 42 pourraient être mises 

en évidence.  

Nous avons tout d’abord étudié la capacité des cellules Bhas 42 à internaliser les SAS en prenant pour 

exemple la SAS pyrogénée NM-203. L’internalisation des SAS, un paramètre de cytotoxicité important, 

n’avait pas encore été vérifiée dans les précédentes études. Par ailleurs, afin de valider les conditions 

expérimentales choisies (traitement unique et extraction après 48h de traitement), nous avons étudié 

l’expression des gènes c-MYC et DNMT1, deux gènes précédemment étudiés (Kirsch, 2016; Seidel et 

al., 2017). Par la suite, nous avons concentré nos analyses sur la SAS pyrogénée NM-203. Les résultats 

obtenus ont été comparés à ceux obtenus pour la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò, le TPA et la silice 

amorphe DE. L’ensemble de ces données a permis de mettre en évidence 21 gènes communs dont 

l’expression est modulée de manière similaire quel que soit le traitement testé. Parmi eux, 12 gènes ont 

été sélectionnés comme marqueurs précoces des propriétés transformantes des SAS (cf article en 

annexe). 
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3. Absorption cellulaire de la SAS pyrogénée NM-203  

Une culture de cellules Bhas 42 a été traitée pendant 48h avec la SAS pyrogénée NM-203 à 5 µg/cm² 

puis analysée par TEM (Figure 19A et B) et STEM (Figure 19C). Les images par TEM montrent la 

présence d’agrégats de particules internalisés dans les cellules, contenus dans des vésicules/vacuoles. 

La cartographie par rayons X établie à l’aide du STEM confirme la présence de nanoparticules de SiO2 

dans les cellules. Cette analyse montre que la SAS pyrogénée NM-203 a la capacité de pénétrer dans 

les cellules Bhas 42. 

 

Figure 19 : Absorption cellulaire et localisation de la SAS pyrogénée NM-203 (5 μg/cm²) dans des cellules 
Bhas 42 après un traitement de 48h.  
(A) Image obtenue avec le TEM qui indique une internalisation de la SAS pyrogénée NM-203 par une cellule 
Bhas 42. (B) Image TEM à plus fort grossissement (5 fois) de la SAS pyrogénée NM-203 internalisée. (C) La 
cartographie par rayons X de l'élément Si de l'image B obtenue avec le STEM (mode TEM classique). L'élément 
Si apparaît en rouge. TEM : Microscope électronique à transmission ; STEM : Microscope électronique à 
balayage à émission de champ ; Si : Elément de silice. 

4. Transformation des cellules Bhas 42 induite par un traitement 
unique avec les SAS précipitées NM-200, NM-201, les SAS 
pyrogénées NM-202, NM-203, la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò, 
la silice amorphe DE et TPA  

Puisque nous projetions de réaliser une étude transcriptomique dés 48h après l’application du premier 

traitement (à J6) avec les agents testés (les SAS précipitées NM-200, NM-201, les SAS pyrogénées 

NM-202, NM-203, la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò, la silice amorphe DE et TPA), il était nécessaire de 

connaitre leur effet transformant dans les conditions d’un traitement unique. Bien que les résultats pour 

la SAS pyrogénée NM-203 et la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò avaient déjà été obtenus dans l’étude 

précédente (Fontana et al., 2017), ces deux substances ont été re-testées en même temps que les 

autres agents, à titre de comparaison et en tant que références positives. 

Un test de transformation sur les cellules Bhas 42 à traitement unique (Figure 20) a été réalisé avec 

les SAS précipitées NM-200 et NM-201, et les SAS pyrogénées NM-202 et, NM-203, la silice cristalline 

Min-U-Sil 5Ò, la silice amorphe DE, et le TPA en condition de promotion. Le TPA (0,05 μg / mL) a été 

utilisé comme référence positive. En parallèle, un test de cytotoxicité a été réalisé à J7 (Tableau 11). 

Dans ces conditions expérimentales, le traitement avec la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò est associé à 
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une augmentation significative du nombre de foyers de façon dose dépendante (Figure 20A) en 

induisant une diminution significative de la survie cellulaire dès la dose à 20 µg/cm² (Tableau 11). Ces 

résultats concordent avec les résultats de l’étude précédente (Fontana et al., 2017). La silice amorphe 

DE ne montre aucune activité de transformation, mais une diminution de la survie cellulaire dès 

2 µg/cm². Un traitement unique avec le TPA augmente significativement le nombre de foyers par rapport 

à son témoin DMSO, sans induire de diminution significative de la survie cellulaire. Enfin, le traitement 

des cellules Bhas 42 avec la SAS précipitée NM-200, et les SAS pyrogénées NM-202 et NM-203 

augmente le nombre de foyers de façon dose dépendante. Le nombre de foyer augmente dès la dose 

à 20 µg/cm² pour  les SAS précipitées NM-200 et pyrogénée NM-202 et dès 5 µg/cm² pour la SAS 

pyrogénée NM-203 (résultat concordant avec l’étude précédente, (Fontana et al., 2017)). Cet effet 

s’accompagne d’une diminution significative de la survie cellulaire dès la dose à 40 µg/cm² pour la SAS 

précipitée NM-200, dès 10 µg/cm² pour la SAS pyrogénée NM-202 et dès 5 µg/cm² pour la SAS 

pyrogénée NM-203 (Figure 20A et B) et (Tableau 11). En revanche, la SAS précipitée NM-201 ne 

diminue pas de manière significative la survie cellulaire et n’induit aucune augmentation significative du 

nombre de foyers quelle que soit la dose testée.  

A 

B 

Figure 20 : Test de transformation à traitement unique des cellules Bhas 42 en condition de promotion.  
(A) Les cellules Bhas 42, cultivées pendant 21 jours ont été traitées une fois avec des concentrations croissantes 
de le SAS pyrogénée NM-203, la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò ou la silice amorphe DE. Chaque barre 
d’histogramme correspond au nombre de foyers identifiés. (B) Des expériences similaires ont été effectuées 
avec les SAS précipitées NM-200, NM-201 et la SAS pyrogénée NM-202. Les valeurs obtenues après exposition 
des cellules au TPA (0,05 µg/mL) ou au DMSO (utilisé comme véhicule du TPA) ont été ajoutées dans chaque 
histogramme. Les résultats sont exprimés en moyenne ± l’écart type (n = 6). * indique une p-value < 0,05, *** 
indique une p-value < 0,005 (comparaison des résultats obtenus à partir de cellules exposées à des 
nanoparticules en comparaison avec les cellules traitées avec H2O) suite à une transformation logarithmique 
des données et un test ANOVA suivi d’un test de comparaison multiple de Dunnett; $$ indique une  p-value < 
0,01 (comparaison des résultats obtenus à partir de cellules exposées au TPA avec ceux obtenus à partir des 
cellules traitées au DMSO) suite à un t-test non-pairé appliqué pour la comparaison deux à deux. DE : Terre de 
diatomée ; TPA : 12-O-Tétradécanoylphorbol-13-acétate ; DMSO : Diméthylsulfoxyde. 
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Tableau 11 : Résultats du test de survie cellulaire suite au traitement des cellules Bhas 42 avec les SAS 

précipitées NM-200, NM-201, les SAS pyrogénées NM-202, NM-203, la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò, la 
silice amorphe DE et TPA en condition de promotion.  
DE : Terre de diatomée ; TPA : 12-O-Tétradécanoylphorbol-13-acétate ; DMSO : Diméthylsulfoxyde. 

 

Traitement Viabilité cellulaire (%) 

Témoin (H2O) 100,0 ± 1,4 

  

SAS précipitée NM- 200  

10 µg/cm2 105,2 ± 1,9 

20 µg/cm2 101,9 ± 14,1 

40 µg/cm2 80,8 ± 4,0* 

SAS précipitée NM-201  

10 µg/cm2 88,8 ± 2,0 

20 µg/cm2 93,0 ± 18,4 

40 µg/cm2 84,0 ± 6,1 

SAS pyrogénée NM-202  

10 µg/cm2 71,6 ± 6,8** 

20 µg/cm2 80,9 ± 5,1 

40 µg/cm2 53,7 ± 8,5*** 

Témoin (H2O) 100,0 ± 1,2 

  

SAS pyrogénée NM-203  

1 µg/cm2 103,4 ± 5,8 

2 µg/cm2 96,5 ± 5,4 

5 µg/cm2 85,4 ± 3,6** 

10 µg/cm2 67,1 ± 3,1*** 

Silice cristalline Min-U-Sil 5Ò  

5 µg/cm2 101,9 ± 6.9 

10 µg/cm2 100,3 ± 6,8 

20 µg/cm2 81,9 ± 1,7** 

40 µg/cm2 81,7 ± 4,0** 

Silice amorphe DE  

1 µg/cm2 98,5 ± 1.9 

2 µg/cm2 93,3 ± 3,0* 

5 µg/cm2 82,1 ± 2,5*** 

10 µg/cm2 78,2 ± 0,4*** 

Témoin (DMSO) 100,0 ± 2,0 

  

TPA (0.05 µg/mL) 115,8 ± 16,8 

Les résultats exprimés en moyenne ± l’écart type (n= 3) par rapport aux cellules témoins traitées avec 2% de H2O 
en tant que véhicule pour les SAS, la slice amorphe DE ou la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò respectivement, et avec 
le DMSO en tant que véhicule du TPA. Une transformation logarithmique des données a été réalisée avant l’ANOVA 
suivie d’un test post hoc à comparaisons multiples de Dunnett. * Indique une p-value < 0,05; ** une p-value < 0,005; 
*** une p-value < 0,001 par rapport aux témoins (H2O). Un t-test non-pairé a été appliqué pour la comparaison deux 
à deux (TPA vs témoin (DMSO)).  
 

Ces tests de transformation nous ont permis de définir le choix des doses. L’étude transcriptomique a 

ainsi été réalisée avec la SAS pyrogénée NM-203 à 1 µg/cm² (dose non transformante en 1 et 3 

traitements : comme témoin négatif), 2 µg/cm² (dose transformante en 3 traitements mais non 
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transformante en 1 traitement : comme témoin négatif) et 5 µg/cm² (dose transformante quel que soit le 

nombre de traitements), la silice amorphe DE à 5 µg/cm² et avec la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò à 

20 µg/cm². La validation du choix des gènes signatures révélés par l’analyse transcriptomique a été 

réalisée avec les SAS précipitées NM-200 et NM-201 à 20 µg/cm² et les SAS pyrogénées NM-202 et 

NM-203, respectivement à 20 µg/cm² et 5 µg/cm².  

5. Validation des réplicats biologiques par RT-qPCR  

Les conditions expérimentales de l’étude transcriptomique ont été vérifiées en étudiant par RT-qPCR 

l’expression des gènes c-MYC et DNMT1 (Figure 21A et B). En effet, dans une étude précédente, nous 

avions mis en évidence une augmentation de l’expression de c-MYC suite au traitement des cellules 

Bhas 42 avec la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò (15 et 25 µg/cm²) et la SAS pyrogénée NM-203 (5 µg/cm²) 

durant 48h (Seidel et al., 2017). Au cours de mon stage de Master 2, nous avions mis en évidence une 

augmentation de l’expression de DNMT1 suite au traitement des cellules Bhas 42 avec la SAS 

pyrogénée NM-203 à 5 µg/cm² durant 48h (Kirsch, 2016) et une augmentation du taux protéique de 

DNMT1 après traitement avec la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò (Seidel et al., 2017). 
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A 

 
B 

 
Figure 21 : Niveaux d’expression des gènes c-MYC et DNMT1.  
Les niveaux d’ARNm ont été normalisés par rapport au gène de ménage puis rapportés au témoin: TPA vs 
DMSO, la SAS pyrogénée NM-203 aux doses 1, 2, et 5 μg / cm2, la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò, la silice amorphe 
DE vs H2O. Les résultats sont exprimés en moyenne ± l’écart type de quatre expériences indépendantes. ** 
indique une p-value < 0,01 ; *** une p-value < 0,005 par rapport aux cellules témoins suite à une ANOVA à un 
facteur suivie d'un test de comparaisons multiples de Dunnett. $$$ indique une p-value < 0,005 suite à un t-test 
réalisé afin de comparer les échantillons traités TPA avec les échantillons témoins DMSO ;. TPA : 12-O-
tétradécanoylphorbol-13-acétate; DE: Terre de Diatomées; DMSO : diméthylesulfoxyde ; c-MYC : 
myélocytomatosis ; DNMT : ADN méthyltransférases.  

 

Le traitement des cellules Bhas 42 avec la SAS pyrogénée NM-203 à 5 μg/cm2 augmente bien 

significativement l’expression du gène c-MYC (Seidel et al., 2017). Nous observions également bien 

une augmentation de l’expression de c-MYC lorsque les cellules sont traitées avec la silice cristalline 

Min-U-Sil 5Ò. En revanche, le TPA n’entraine pas la sur-expression du gène c-MYC. Ce résultat est en 

accord avec les résultats obtenus au cours du Master 2 (résultats non publiés). Enfin, comme attendu, 

la silice amorphe DE, ainsi que la SAS pyrogénée NM-203 à la dose 1 et 2 µg/cm² ne modifient pas 

l’expression de ce gène en comparaison avec leur témoin H2O. D’autre part, le traitement des cellules 

Bhas 42 durant 48h avec la SAS pyrogénée NM-203, la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et le TPA augmente 

significativement l’expression de DNMT1. La SAS pyrogénée NM-203 aux doses 1 et 2 µg/cm² et la 

silice amorphe DE n’augmentent pas l’expression de ce gène. Ces résultats sont en accord avec les 

résultats obtenus par (Seidel et al., 2017) et durant le stage de Master 2. De plus, aucune modification 

de l’expression de ces gènes n’a été observée suite au traitement des cellules Bhas 42 avec les 

conditions non-transformantes (la SAS pyrogénée NM-203 aux doses 1 et 2 µg/cm² et la silice amorphe 

DE). Cette étude par RT-qPCR a permis de valider les réplicats biologiques et nous avons donc 

considéré que l’ensemble des échantillons pouvaient être utilisés pour une analyse transcriptomique.  
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6. Analyse transcriptomique 

6.1 Principal component analysis (PCA) 

Afin d’étudier la répartition des différents réplicats dans l’espace, une analyse PCA a été réalisée à 

l’aide du logiciel Genespring sur les données de puces à ADN issues de quatre expériences 

indépendantes. Sur la Figure 22, chaque intensité de fluorescence pour chaque échantillon a des 

coordonnées x, y, z dans l’espace. Cette approche a permis dans un premier temps de constater que 

les réplicats testés ont des coordonnées similaires. Dans un second temps nous observons un 

regroupement des réplicats témoins dans une zone du graphe et un regroupement des réplicats traités 

dans une autre zone. Les réplicats du traitement TPA se situaient à la limite entre les réplicats témoins 

et les réplicats issus du traitement avec la SAS pyrogénée NM-203 à 5 µg/cm² ou avec la silice cristalline 

Min-U-Sil 5Ò à 20 µg/cm². Enfin, les réplicats traités avec la SAS pyrogénée NM-203 à 5 µg/cm² ou avec 

la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò à 20 µg/cm² ont également des coordonnées proches dans l’espace. 

Ces résultats sont de bon augure pour la suite des analyses car ils permettent de constater que les 

conditions transformantes induisent des modifications similaires de l’expression des gènes dans les 

cellules Bhas 42 en comparaison avec les conditions non transformantes.  

 

 

Figure 22 : PCA obtenu grâce au logiciel Genespring et présentant la répartition des différents réplicats 
dans l’espace.  
Chaque réplicat possède des coordonnées x, y, z dans l’espace correspondant à l’intensité de fluorescence de 
chacun. Chaque réplicat est présent en quatre exemplaires et une couleur correspond à une condition. Le code 
couleur est présenté en légende. Les échantillons entourés en rouge correspondent aux conditions 
transformantes et ceux entourés en violet correspondent aux conditions non transformantes et témoins. 
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6.2 Regroupement hiérarchique non supervisé des données 

Après normalisation et filtration des données transcriptomiques brutes à l'aide du logiciel Genespring, 

19 569 sondes ont été répertoriées. 

Le groupement hiérarchique non supervisé (Figure 23) réalisé sur ces 19 569 sondes montre deux 

branches principales divisant les échantillons en fonction de leur potentiel transformant. Un premier 

groupe avec des conditions témoins (H2O et DMSO) et non transformantes (la silice amorphe DE à 

5 µg/cm² et la SAS pyrogénée NM-203 à 1 μg/cm²) et un second groupe avec les conditions 

transformantes (la SAS pyrogénée NM-203 à 5 µg/cm², la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et TPA). Le 

groupe silice cristalline Min-U-Sil 5Ò (20 µg/cm²) est plus proche du groupe SAS pyrogénée NM-203 

(5 µg/cm²) que du groupe TPA (0,05 µg/mL). Le groupe SAS pyrogénée NM-203 à 2 μg/cm² 

(transformant dans l’essai Bhas 42 en trois traitements mais non transformant en un traitement (Fontana 

et al., 2017)), induit une modulation de l'expression génique, même avec un traitement unique. 

 

 

Figure 23 : Regroupement hiérarchique des cellules Bhas 42 après exposition.  

Les cellules exposées à la SAS pyrogénée NM-203 (1, 2 ou 5 µg/cm²), la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò 
(20 µg/cm²), la silice amorphe DE (5 µg/cm²) et TPA (0,05 µg/mL). Regroupement hiérarchique non supervisé 
obtenu après filtration des données de la micropuce, avec le logiciel Gene Cluster 3.0 sur les 19 569 sondes. 
L’arbre est visualisé avec Treeview. Une corrélation non centrée a été utilisée pour mesurer la similarité et un 
couplage complet a été utilisé pour la méthode de regroupement. TPA: 12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate; 
DE: Terre de Diatomée; DMSO: diméthylsulfoxyde. 
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6.3 Effet moléculaire induit par la SAS pyrogénée NM-203 

6.3.1 Comparaison des signatures moléculaires obtenues avec des 

données de la littérature (GSEA) 

Un des objectifs de ce travail de thèse était de décrypter les signatures moléculaires induites par une 

SAS d’intérêt, la SAS pyrogénée NM-203. 

Nous identifions une signature moléculaire de la SAS pyrogénée NM-203 qui a été comparée avec des 

données de la littérature, via une analyse d'enrichissement. GSEA compare la signature obtenue pour 

la SAS pyrogénée NM-203 (5 µg/cm², dose transformante) (13 982 sondes) avec les signatures issues 

de la littérature et calcule un score d’enrichissement. Plus le score d’enrichissement est élevé, plus les 

signatures se ressemblent. Cette analyse GSEA permet d’identifier des enrichissements significatifs 

(p <0,01) de signatures liées à des processus de cancérogenèse. En effet, parmi les 50 premières 

signatures sur-exprimées, 76% des signatures SAS pyrogénée NM-203 sont liées à la prolifération 

cellulaire, 12% des signatures sont liées à la progression tumorale, 2% des signatures sont liées a de 

l’inflammation et 2% des signatures sont liées à la réparation de l’ADN (Figure 24). 

De façon intéressante, cette première analyse indique que le traitement des cellules Bhas 42 avec la 

SAS pyrogénée NM-203 influe majoritairement sur l’expression des gènes jouant un rôle dans la 

prolifération cellulaire et la progression tumorale, deux processus importants dans la transformation 

cellulaire. La liste des 20 premières signatures est présentée Tableau 12. Et la liste des 50 premières 

signatures est présentée Tableau annexe 1 et Tableau A.1 supplémentaire. 
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Figure 24 : Analyse d’enrichissement de gènes suite à un traitement des cellules Bhas 42 avec la SAS 
pyrogénée NM-203 (5 µg / cm²).  
Les 50 premières signatures sur-exprimées significativement enrichies ont été associées à des grandes 
fonctions. Le diagramme circulaire représente le pourcentage de chacune de ces fonctions. 

 
Tableau 12 : Liste des 20 premières signatures de la SAS pyrogénée NM-203, score d’enrichissement et 
grandes fonctions associées. 

Signatures 
Scrore 

d’enrichissement 
Grandes fonctions 

DUTERTRE_ESTRADIOL_RESPONSE_6HR_UP 0,5 Prolifération 

BASSO_B_LYMPHOCYTE_NETWORK 0,5 Prolifération 

BHATI_G2M_ARREST_BY_2METHOXYESTRADIOL_UP 0,5 Prolifération 

WHITFIELD_CELL_CYCLE_S 0,5 Prolifération 

KRIGE_AMINO_ACID_DEPRIVATION 0,6 Prolifération 

FISCHER_G1_S_CELL_CYCLE 0,6 Prolifération 

HORIUCHI_WTAP_TARGETS_DN 0,6 Prolifération 

BASAKI_YBX1_TARGETS_UP 0,6 Prolifération 

MARKEY_RB1_ACUTE_LOF_UP 0,6 Prolifération 

ZHANG_TLX_TARGETS_36HR_DN 0,7 Prolifération 

REACTOME_CELL_CYCLE_MITOTIC 0,7 Prolifération 

FUJII_YBX1_TARGETS_DN 0,7 Prolifération 

REACTOME_CELL_CYCLE 0,7 Prolifération 

DUTERTRE_ESTRADIOL_RESPONSE_24HR_UP 0,7 Prolifération 

FURUKAWA_DUSP6_TARGETS_PCI35_DN 0,7 Prolifération 

REACTOME_SYNTHESIS_OF_DNA 0,8 Prolifération 

CHANG_CORE_SERUM_RESPONSE_UP 0,6 Progression tumorale 

CHEMNITZ_RESPONSE_TO_PROSTAGLANDIN_E2_UP 0,6 Inflammation 

GOBERT_OLIGODENDROCYTE_DIFFERENTIATION_UP 0,7 Différenciation cellulaire 

REACTOME_HOST_INTERACTIONS_OF_HIV_FACTORS 0,7 Autre 
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6.3.2 Gènes dérégulés par la SAS pyrogénée NM-203 

Afin de déterminer les gènes modulés par le traitement avec la SAS pyrogénée NM-203, un t-test non 

pairé (correction de Benjamini) avec une p-value < 0,05, FC > 2 a été utilisé. Alors que la SAS pyrogénée 

NM-203 à 2 µg/cm² n’est pas transformante en un seul traitement, elle induit des changements 

significatifs de l’expression de 512 gènes avec une p-value < 0,05 et FC > 2 (Tableau A.2 

supplémentaire). En comparaison avec son témoin, 1620 gènes sont modulés suite à un traitement 

avec la SAS pyrogénée NM-203 à 5 µg/cm² (Tableau 13) et (Tableau A.3 supplémentaire). 

Cependant, afin de mettre en avant les effets les plus pertinents et de réaliser une analyse des voies 

de signalisation modifiées, nous souhaitions obtenir une liste plus restreinte de gènes comprenant entre 

100 et 300 gènes. C’est pourquoi un t-test non pairé plus stringent a été réalisé avec une 

p- value < 0,005, FC > 4. Avec ces paramètres, 257 gènes sont modulés suite au traitement des cellules 

Bhas 42 avec la SAS pyrogénée NM-203 (Tableau annexe 3 et Tableau A.5 supplémentaire) en 

comparaison avec leur témoin. Enfin, quels que soient la p-value et le FC, la SAS pyrogénée NM-203 

à 1 µg/cm² n'induit aucune modification de l'expression des gènes.  

 

Tableau 13 : Nombre de gènes significativement dérégulés dans les cellules traitées par rapport aux 
cellules témoins. 

Nombre de gènes sur et sous-exprimés 

 
p < 0,05 

FC > 2 

p < 0,005 

FC > 4 

 
Nombre de 

gènes 
Sur-exprimés Sous-exprimés 

Nombre de 

gènes 
Sur-exprimés Sous-exprimés 

NM-203 vs H2O 

(1 µg/cm2) 
0   0   

NM-203 vs H2O 

(2 µg/cm2) 
512 318 194 2 0 2 

NM-203 vs H2O 

(5 µg/cm2) 
1620 912 708 257 160 97 

Nombre de gènes significativement dérégulés entre deux conditions (p< 0,05, FC >2 ou p<0,005, FC>4) suite à la 
réalisation d’un t-test non pairé. FC: Fold Change. 

Les listes de gènes (p-value < 0,005 ; FC>4) ont été importées dans le logiciel IPA afin d’analyser les 

modifications des voies de signalisation. 
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6.3.3 La SAS pyrogénée NM-203 induit une modification de voies de 

signalisation liées au cycle cellulaire et à la réparation de l’ADN (Analyse 

IPA) 

L’analyse IPA sur la liste des 257 gènes obtenue suite au traitement des cellules Bhas 42 avec la SAS 

pyrogénée NM-203 à 5 µg/cm² ; p-value < 0,005 et FC > 4 révèle une modification de voies de 

signalisation liées à la régulation du cycle cellulaire, à la croissance, à la prolifération cellulaire, au 

cancer et à la réparation de l’ADN. Les plus significatives sont présentées dans le Tableau 14. Ces 

données sont cohérentes avec celles obtenues grâce à l’analyse GSEA. 

Tableau 14 : Principales voies de signalisation modifiées et principaux réseaux de gènes impactés suite à 
une exposition des cellules Bhas 42 durant 48h à la SAS pyrogénée NM-203  

 La SAS pyrogénée NM-203  

 

Les principales 
voies de 

signalisation 
modulées 

-Cell Cycle Control of Chromosomal Replication 
 
-Mitotic Roles of Polo-Like Kinase 
 
-Role of BRCA1 in DNA Damage Response 
 
-dTMP De Novo Biosynthesis 

-Airway Pathology in Chronic Obstructive Pulmonary Disease 

 

  Score 

 

 

Les principaux 
réseaux de gènes 

modulés 

-Cycle, morphologie, assemblage et organization cellulaire 
 
- Cycle cellulaire, réplication de l'ADN, recombinaison et réparation, désorganisation du 
tissu conjonctif  
 
- Cycle, assemblage et organisation cellulaire, réplication de l'ADN, recombinaison et 
réparation 
 
- Signalisation et interaction cellule-cellule, fonction et maintient cellulaires, développement 
et fonction du système hématologique  

- Sténose cardiaque, maladie cardiovasculaire, lésion organique et anomalies  

46 
 

44 
 
 

37 
 
 

34 
 
 

34 

Parmi les 15 premières voies de signalisation modifiées, une analyse bibliographique permet d’étudier 

comment ces voies de signalisation et les gènes dont l’expression est modifiée peuvent intervenir dans 

le cycle cellulaire (Figure 25). 
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Figure 25 : Schématisation du cycle cellulaire et des différentes voies de signalisation activées suite au 
traitement des cellules Bhas 42 avec la SAS pyrogénée NM-203.  
Seuls quelques exemples de gènes dont l’expression est modifiée dans chacune des voies de signalisation sont 
présentés en rouge. 

De façon intéressante, la SAS pyrogénée NM-203 induit une modification de l’expression de gènes tout 

au long du cycle cellulaire (Figure 25). L’activité transformante de la SAS pyrogénée NM-203 peut 

s’expliquer par sa capacité à modifier, dans un premier temps, les voies de signalisation impliquées 

dans l’entrée des cellules en phase S telle que la voie « Estrogen-mediated S-phase entry » en 

modulant par exemple l’expression des gènes c-MYC, Cycline A (CCNA) et E2F Transcription Factor 

(E2F) (Tableau 15). Dans un second temps, la SAS pyrogénée NM-203 modifie des voies de 

signalisation impliquées dans la réplication de l’ADN telles que les voies « Cell cycle control of 

chromosomal replication », « dTMP de novo biosynthesis » et « Superpathway of serine and glycine 

biosynthesis » en modulant l’expression des gènes Origin recognition complex (ORC1), Cell division 

cycle 6 (CDC6), la famille des mini-chromosome maintenance familly (MCM), Cell division cycle 45 

(CDC45) et le gène POLEε codant l’ADN polymérase ε par exemple (Tableau 15). En effet, la voie 

« dTMP de novo biosynthesis » joue un rôle essentiel dans la synthèse de l'ADN et la division cellulaire 

(Chon et al., 2017) et la voie « Superpathway of serine and glycine biosynthesis » est une voie impliquée 

dans la synthèse de la sérine et de la glycine, des précurseurs essentiels de la synthèse des protéines, 

des acides nucléiques et des lipides essentiels à la croissance des cellules cancéreuses (Amelio et al., 

2014). Enfin, la SAS pyrogénée NM-203 peut activer des voies impliquées dans la division cellulaire 

telles que les voies « Mitotic role of polo-like kinase » et « Aryl hydrocarbon receptor signaling » en 

modulant entre autre l’expression de la polo-like kinase 1 (PLK1) et c-MYC (Tableau 15). Elle active 

aussi des voies impliquées dans la réparation de l’ADN telles que les voies « Role of BRCA1 in DNA 

damage response » et « DNA double-strand break repair by homologous recombinaition », deux voies 

impliquées dans la réparation par recombinaison homologue et la voie « BER pathway » impliquée dans 
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la réparation par excision de bases. Les caractéristiques des gènes évoqués dans ce paragraphe sont 

présentées Tableau 15. 

Enfin, bien que les effets cytotoxiques des SAS soient parfois associés au stress oxydant, l’analyse IPA 

ne montre pas de voie liée à l’inflammation ou au stress oxydant modulée par la SAS pyrogénée 

NM- 203. 

Tableau 15 : Charactéristiques des gènes impliqués dans les différentes voies de signalisation  

Symbole de 

gène 
Nom complet Fonction du gène 

Localisation 

protéique 

Niveau 

d’expression 
Références 

CCNA Cycline A Contrôle la transition entre les G1 / S et G2 / M Noyau 
Sur-

expression 
(Loukil et al., 

2015) 

E2F 
E2F Transcription 

Factor 

Joue un rôle dans la régulation de la 
progression du cycle cellulaire ou dans la 

réplication de l’ADN 
Noyau 

Sur-
expression 

(Liu et al., 
2018b) 

PLK1 Polo-like kinase 1 
Régule l'entrée en mitose, l'assemblage du 

fuseau, l'entrée en anaphase et la cytokinèse 
en phase mitotique. 

Centrosomes 
Sur-

expression 

(Lee et al., 2014; 
Reagan-Shaw 
and Ahmad, 

2005) 

ORC1 
Origin recognition 

complex 
Initiation de la réplication de l'ADN, se lie 
spécifiquement aux origines de réplication 

Noyau 
Sur-

expression 
(DePamphilis, 

2003) 

CDC6 Cell division cycle 6 Initiation de la réplication, se lie à ORC Noyau 
Sur-

expression 
(DePamphilis, 

2003) 

Famille des 

MCM 

Mini-chromosome 
Maintenance familly 

Initiation de la réplication, se lie à ORC Noyau 
Sur-

expression 
(DePamphilis, 

2003) 

CDC45 Cell division cycle 45 
Initiation de la réplication, se lie à l’ADN 

polymérase et initie la synthèse du brin d’ADN 
Noyau 

Sur-
expression 

(DePamphilis, 
2003) 

c-MYC Myelocytoma 
Proto-oncogène impliqué dans la prolifération 

cellulaire 
Noyau 

Sur-
expression 

(Pelengaris et 
al., 2002) 
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6.3.4. Réseaux de gènes impactés par la SAS pyrogénée NM-203 

L’analyse IPA identifie des réseaux significatifs de gènes différentiellement exprimés dans la lignée 

cellulaire Bhas 42 après traitement avec la SAS pyrogénée NM-203 à 5 µg/cm². Ces réseaux ont été 

notés en fonction du nombre de gènes participant à un réseau particulier (score). Les principaux réseaux 

de gènes sont présentés dans le Tableau 14. Parmi les cinq principaux réseaux de gènes impactés par 

la SAS pyrogénée NM-203, le premier réseau est présenté Figure 26. Ce réseau est particulièrement 

lié à la prolifération cellulaire. De façon intéressante, AKT est au cœur de ce réseau de gènes. La voie 

de signalisation PI3K-AKT-mTOR étant une voie impliquée dans la prolifération cellulaire (Brotelle and 

Bay, 2016) (Tableau 16), cela laisse supposer que cette voie intervient dans le processus de 

prolifération induit par la SAS pyrogénée NM-203. De plus, ce réseau de gènes permet de constater 

que le gène codant la protéine MEK, une des protéines de la voie des MAPK impliquée dans diverses 

fonctions biologiques telles que la prolifération cellulaire (Yao and Seger, 2009), interagit de façon 

indirecte avec AKT. Nous supposons que cette voie pourrait être impliquée dans la transformation des 

cellules Bhas 42 induite par la SAS pyrogénée NM-203. Enfin, AKT interagit indirectement avec RAD51, 

un gène impliqué dans la réparation de l’ADN (Gachechiladze et al., 2017), qui lui est sur-exprimé suite 

au traitement des cellules Bhas 42 avec la SAS pyrogénée NM-203, laissant supposer que cette 

dernière active des systèmes de réparation de l’ADN. 

 

Figure 26 : Réseaux de gènes identifiés via l’analyse IPA suite au traitement des cellules Bhas 42 avec 
la SAS pyrogénée NM-203.  
En vert sont représentés les gènes sous-exprimés et en rouge les gènes sur-exprimés. 
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Tableau 16 : Caractéristiques des gènes AKT, MEK et RAD51 impliqués dans le réseau de gènes figure 
26. 

Symbole 

des gènes 
Nom complet Fonction du gène 

Localisation 

protéique 

Niveau 

d’expression 
Références 

AKT 

RAC-alpha 
serine/threonine-

protein kinase 
Prolifération, survie cellulaire Cytoplasme Non modifié 

(Brotelle and 
Bay, 2016) 

MEK 
Mitogen-Activated 

Protein Kinase Kinase 

Protéine kinase jouant un rôle dans la cascade de 
signalisation des MAPK impliquée dans divers 
processus cellulaires telle que la proliferation 

Cytoplasme Non modifié 
(Yao and Seger, 

2009) 

RAD51 
DNA repair protein 

RAD51 
Réparation de l’ADN Noyau 

Sur-
expression 

(Gachechiladze 
et al., 2017) 

 

6.3.5 La SAS pyrogénée NM-203 induit une modification de voies de 

signalisation liées à l’inflammation et à l’adhésion cellulaire (Analyse 

DAVID et Panther) 

Afin de compléter l’analyse IPA, deux autres outils informatiques ont été utilisés pour le traitement de 

nos données de transcriptomique:  les logiciels DAVID et Panther.   

La liste des 257 gènes (p-value < 0,005 et FC > 4) a été entrée dans Panther puis analysée en retenant 

uniquement les voies de signalisation dont le nombre de gènes modulés est au moins égale ou 

supérieur à 3. On peut constater qu’un traitement des cellules Bhas 42 avec la SAS pyrogénée NM-203 

(5 µg/cm²) entraine une modification de voies de signalisation impliquées dans le développement de 

cancers tels que les voies « CCKR signaling map » et « WNT signaling pathway » (Rozengurt and 

Walsh, 2001; Tripathi et al., 2015; Zhan et al., 2017), dans l’adhésion cellulaire telle que la voie 

« Integrine signaling pathway » (Giancotti and Ruoslahti, 1999) et dans l’inflammation telle que la voie 

« Inflammation mediated by chemokine and cytokine signaling pathway » (Figure 27). De plus, en 

entrant uniquement la liste de gènes sur-exprimés dans Panther, les résultats montrent que la SAS 

pyrogénée NM-203 induit principalement une modification de la voie impliquée dans l’inflammation : 

« Inflammation mediated by chemokine and cytokine signaling pathway » avec par exemple une sur-

expression des gènes C-X-C motif chemokine 10 (CXCL10) et Prostaglandine G/H Synthase 2 

(PTGS2). En entrant uniquement la liste des gènes sous-exprimés, on constate que la SAS pyrogénée 

NM-203 induit principalement une modification de la voie impliquée dans l’adhésion cellulaire : « Integrin 

signaling pathway » avec une sous-expression par exemple des gènes Collagen alpha-3(V) chain 

(COL5A3), Collagen alpha-3(XXVII) chain (COL27A1) et Integrin beta-like protein 1 (ITGBL1) (Tableau 

17). 
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Figure 27 : Voies de signalisation modifiées suite au traitement des cellules Bhas 42 avec la SAS 
pyrogénée NM-203 (5 µg/cm²) (déterminées à l’aide de la base de données Panther version 14.1).  
Liste des 257 gènes sur et sous-exprimés. 

 
Tableau 17 : Caractéristiques des gènes impliqués dans différentes voies de signalisation mises en 
évidence grâce au logiciel Panther. 

Symbole 
des gènes 

Nom complet Fonction du gène 
Localisation 

protéique 
Niveau 

d’expression 
Références 

CXCL10 
C-X-C motif 

chemokine 10 
Inflammation Extracellulaire Sur-expression 

(Koper et al., 
2018) 

PTGS2 
Prostaglandine G/H 

Synthase 2 
Inflammation 

Réticulum 
endoplasmique 

Sur-expression 
(Kunzmann et 

al., 2013) 

COL5A3 
Collagen alpha-3(V) 

chain 
Adhésion cellulaire Matrice 

extracellulaire 
Sous-expression 

(Theocharis et 
al., 2016) 

COL27A1 
Collagen alpha-
3(XXVII) chain 

Adhésion cellulaire 
Matrice 

extracellulaire 
Sous-expression 

(Theocharis et 
al., 2016) 

ITGBL1 
Integrin beta-like 

protein 1 
Adhésion cellulaire Membranaire Sous-expression 

(Berg et al., 
1999) 

CCKR 
Cholecystokinin 

receptor 

Récepteur à la cholecystokinine, un neuropeptide 
et une hormone intestinale qui régule la sécrétion 

d'enzymes pancréatiques et la motilité gastro-
intestinale 

Membranaire Non modifié 
(Smith et al., 

2018) 

WNT 
Wingless-Type MMTV 
Integration Site Family 

Protéine impliquée dans la voie de signalisation 
WNT, une voie impliquée dans l'oncogenèse et 
dans plusieurs processus de développement 

Extracellulaire Sous-expression 
Zhan et al., 

2017 

 

Ces listes de gènes ont également été entrées dans l’outil DAVID qui a permis de mettre en évidence 

une modfication de voies de signalisation impliquées dans la prolifération ou l’adhésion cellulaire ce qui 

confirme les résultats obtenus avec IPA et Panther (résultats non présentés). 

6.3.6 Effet dose de la SAS pyrogénée NM-203 

Par la suite, l’effet dose de la SAS pyrogénée NM-203 a été étudié. Bien que les doses 1 et 2 µg/cm² 

ne soient pas transformantes en un seul traitement, la dose à 2 µg/cm² est transformante en trois 

traitements (Fontana et al., 2017). Comme précisé précédemment, quels que soient la p-value et le FC, 

la SAS pyrogénée NM-203 à 1 µg/cm² n’induit aucune modification de l’expression de gènes, ce qui est 

cohérent avec les résultats des tests de transformation en 1 et 3 traitements. Par ailleurs, à p- value < 
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0,05 et FC >2, la SAS pyrogénée NM-203 à la dose 2 µg/cm² induit une modification de l’expression de 

512 gènes et à p-value < 0,005 et FC > 4, une sous-expression de 2 gènes. Bien qu’elle ne soit pas 

transformante en un seul traitement, la SAS pyrogénée NM-203 à la dose à 2 µg/cm² induit des 

modifications de l’expression de gènes après 48h de traitement. 

 

Afin d’étudier l’effet dose de la SAS pyrogénée NM-203, un test ANOVA a été réalisé en sélectionnant 

une p-value inférieure à 0,005. Les gènes différentiellement exprimés dans au moins une condition avec 

un FC supérieur à 4 ont été sélectionnés. Dans ces conditions (p-value < 0,005 et FC > 4), une liste de 

290 gènes a été obtenue, permettant de mettre en avant les effets de la SAS pyrogénée NM-203 les 

plus marqués (Tableau annexe 2 et Tableau A.6 supplémentaire). Un regroupement hiérarchique des 

290 gènes a été réalisé grâce au logiciel Gene Cluster 3 (Figure 28). La visualisation de l’arbre grâce 

à Treeview met en évidence trois groupes de gènes régulés de façon dose dépendante. Chaque groupe 

de gènes a été importé dans l’outil informatique Funcassociate afin de définir la fonction de ces groupes 

de gènes. La partie supérieure du dendrogramme montre un groupe composé de 8 gènes régulés 

négativement uniquement par le traitement avec la SAS pyrogénée NM-203 à 2 µg/cm². Ces gènes sont 

impliqués dans la régulation négative de la voie de signalisation du récepteur du facteur de croissance 

des fibroblastes. Cependant le nombre restreint de gènes appartenant à ce groupe interpelle quant à la 

pertinence de cette fonction. C’est pourquoi ils ont été mis de côté dans la suite de l’analyse. Par ailleurs, 

la deuxième partie du dendrogramme met en évidence un groupe de gènes (124 gènes) sous exprimés 

après le traitement avec la SAS pyrogénée NM-203 aux doses 2 µg/cm² et 5 μg/cm², ces gènes sont 

impliqués dans le remodelage de la matrice et l'adhésion cellulaire. La partie inférieure montre une 

augmentation de l’expression d’un groupe de gènes (158 gènes) impliqués dans la prolifération 

cellulaire, correspondant au traitement des cellules Bhas 42 avec la SAS pyrogénée NM-203 aux doses 

à 2 µg/cm² et à 5 μg/cm².  
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Figure 28 : Effet dose de la SAS pyrogénée NM-203 (1-5 µg/cm²).  
Le regroupement hiérarchique supervisé est réalisé avec le logiciel Gene Cluster 3.0 et visualisé grâce à 
Treeview sur les 290 gènes obtenus après filtration et test ANOVA (valeur p <0,005 et FC> 4), par comparaison 
entre la SAS pyrogénée NM-203 (1 µg/cm²), la SAS pyrogénée NM-203 (2 µg/cm²), la SAS pyrogénée NM-203 
(5 µg/cm²) et le témoin H2O, suivi d'un test post-hoc de Tukey. Une corrélation non centrée est utilisée pour 
mesurer la similarité et un couplage complet pour la méthode de regroupement. Le vert indique une sous-
expression, et le rouge une sur-expression des gènes. Les fonctions biologiques liées aux groupes de gènes 
principaux ont été évaluées à l'aide du programme FuncAssociate 2.0. T: Témoin H2O. 

 

En fixant une p-value inférieure 0,05 et un FC supérieur à 2 les listes de gènes sur-exprimés issues du 

traitement avec la SAS pyrogénée NM-203 aux doses 2 et 5 µg/cm² ont été constituées et importées 

dans Panther. On constate que la SAS pyrogénée NM-203 à 2 µg/cm² induit des modifications de 

quelques voies de signalisation impliquées dans la prolifération cellulaire mais avec un nombre moins 

important de gènes qu’à la dose 5 µg/cm². Les listes de gènes sous-exprimés ont également été 

importées dans Panther pour constater que la SAS pyrogénée NM-203 à 2 µg/cm² induit une 

modification de voies de signalisation impliquées dans l’adhésion cellulaire. 

Ces résultats appuient l’hypothèse selon laquelle, à cette dose, la SAS pyrogénée NM-203 induit des 

modifications de l’expression de gènes après le premier traitement mais qui ne sont pas suffisantes 

pour induire la transformation des cellules Bhas 42. 

6.4 Comparaison des signatures moléculaires induites par la SAS 

pyrogénée NM-203 avec la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et le TPA  

Un second objectif de ma thèse était de comparer les signatures moléculaires induites par la SAS 

pyrogénée NM-203 avec celles induites par des agents chimiques de référence tels que la silice 

amorphe DE (« témoin particulaire négatif »), la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò (« témoin particulaire 

positif ») et le TPA (« témoin positif ») un agent promoteur de tumeur.  
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6.4.1 Comparaison des signatures moléculaires obtenues avec des 

données de la littérature (GSEA) 

Une analyses GSEA a été réalisée, afin d’identifier les signatures communes aux trois conditions 

transformantes. Les listes non filtrées obtenues suite au traitement des cellules Bhas 42 avec la SAS 

pyrogénée NM-203 (13 982 sondes), la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò (15 292 sondes) et le TPA (14 019 

sondes) ont été importées dans l’outil GSEA afin de les comparer avec les données de la littérature. 

Cette analyse a permis d’identifier les enrichissements de signatures significatifs (p <0,01) liés à des 

processus de cancérogenèse. La liste des 50 premières signatures obtenues pour chaque condition est 

disponible en données supplémentaires (Tableau annexe 1 et Tableau A.1 supplémentaire). 

Le diagramme de Venn portant sur les 50 premières signatures les plus significatives montre que 24%, 

soit 12 signatures sont communes entre les traitements SAS pyrogénée NM-203 (5 μg/cm²), silice 

cristalline Min-U-Sil 5Ò (20 μg/cm²) et TPA (0,05 µg/mL) (Figure 29A). Parmi ces 12 signatures 

communes, un enrichissement des signatures liées au cycle cellulaire et à la progression tumorale telles 

que les signatures: “bladder cancer cluster 3 up” (Lindgren et al., 2006), “G1 S cell cycle” (Fisher et al., 

1979) et “gastric cancer early up” (Vecchi et al., 2007) est observé pour les trois traitements (Figure 

29B).  

Dans la signature “bladder cancer cluster 3 up”, la réalisation d’un regroupement hiérarchique a permis 

de regrouper 75 tumeurs de la vessie en trois groupes de gènes. Le groupe III représente les tumeurs 

aux stades les plus avancés et ayant montré un enrichissement significatif de gènes impliqués dans le 

cycle cellulaire. L’analyse GSEA met en évidence des signatures similaires pour la SAS pyrogénée 

NM- 203, la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò, le TPA et ce groupe III. Dans ce groupe, les auteurs ont mis 

en évidence une sur-expression des gènes CDC6, des gènes de la famille des MCM et des gènes 

codant des cyclines (Lindgren et al., 2006). Le groupe I montre également un enrichissement significatif 

de gènes du cycle cellulaire mais avec une modulation de l’expression des gènes moins importante que 

dans le groupe III. Cela peut être mis en relation avec le fait que le groupe I présente les tumeurs aux 

stades les plus précoces de la maladie. Il semble que nos signatures soient apparentées à une forme 

tardive de la maladie. Le groupe II quant à lui révèle plutôt un enrichissement significatif de gènes liés 

à l’adhésion cellulaire. Cette signature était commune aux signatures sous-exprimées obtenues suite 

au traitement des cellules Bhas 42 avec la SAS pyrogénée NM-203 et la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò 

(résultats non présentés) suggérant ainsi que la transformation des cellules Bhas 42 induite par la SAS 

pyrogénée NM-203 et silice cristalline Min-U-Sil 5Ò aurait en partie pour origine une diminution de 

l’expression de gènes impliqués dans l’adhésion cellulaire.  

Dans le cas du cancer de l’estomac, (Vecchi et al., 2007) ont plutôt observé un enrichissement des 

signatures impliquées dans des stades précoces de la maladie. Ces résultats suggèrent que la SAS 

pyrogénée NM-203, la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et le TPA induisent une transformation des cellules 

Bhas 42 par une modification du cycle cellulaire également retrouvée dans des cancers décrits dans la 

littérature.  
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Figure 29 : Analyse d’enrichissement de gènes suite à un traitement des cellules Bhas 42 avec la SAS 

pyrogénée NM-203 (5 µg / cm²), la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò (20 µg / cm²) et le TPA (0,05 µg / mL).  
(A) Comparaison des 50 premières signatures sur-exprimées significativement enrichies et identification des 
signatures communes à la SAS pyrogénée NM-203 (5 µg/cm²), à la silice cristalline  Min-U-Sil 5Ò (20 µg/cm²) et 
au TPA (0,05 µg/mL). Le tableau représente la liste des douze signatures communes. (B) L’analyse GSEA révèle 
un enrichissement des signatures communes aux trois conditions, liées au cycle cellulaire et à la progression 
tumorale, telles que: la signature « Lindgren_bladder_cancer__cluster_3_up », la signature « 
Fisher_G1_S_cell_cycle » et la signature « Vecchi_gastric_cancer_early_up ».  
TPA : 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate. 
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6.4.2 Gènes dérégulés par la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò, la silice 

amorphe DE et le TPA  

Afin de déterminer les gènes significativement modulés par la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò, la silice 

amorphe DE et le TPA, des t-tests non pairés (correction de Benjamini) ont été réalisés. En comparaison 

avec leur témoin respectif, 1080 et 392 gènes sont modulés par le traitement avec la silice cristalline 

Min-U-Sil 5Ò (Tableau A.7 supplémentaire) et le TPA (Tableau A.8 supplémentaire) respectivement 

en fixant une p-value < 0,05 et un FC > 2 (Tableau 18). Avec une p-value < 0,005, FC > 4, 99 (Tableau 

annexe 4 et Tableau A.9 supplémentaire) et 89 gènes sont modulés (Tableau annexe 5 et Tableau 

A.10 supplémentaire). Quels que soient la p-value et le FC, la silice amorphe DE (5 μg/cm²) n'induit 

aucune modification de l'expression des gènes.  

 

Tableau 18 : Nombre de gènes significativement dérégulés dans les cellules traitées par rapport aux 
cellules témoins. 

Nombre de gènes sur et sous-expirmés 

 
p < 0,05 

FC > 2 

p < 0,005 

FC > 4 

 
Nombre de 

gènes 
Sur-exprimés Sous-exprimés 

Nombre de 

gènes 
Sur-exprimés Sous-exprimés 

DE vs H2O 

(5 µg/cm2) 
0 0 0 0   

Min-U-Sil 5Ò vs H2O 

(20 µg/cm2) 
1080 577 503 99 43 56 

TPA vs DMSO 

(0,05 µg/mL) 
392 302 90 89 76 13 

Nombre de gènes significativement dérégulés entre deux conditions (p< 0,05, FC >2 ou p<0,005, FC>4).  
TPA: 12-O-tétradécanoylphorbole-13-acétate; DE: Terre de Diatomée; DMSO : Diméthyle sulfoxyde; FC: Fold 
Change. 

Les listes de gènes (p-value < 0,005 ; FC>4) ont été importées dans le logiciel IPA afin d’analyser les 

modifications des voies de signalisation communes.  

6.4.3 La SAS pyrogénée NM-203 induit une modification de voies de 

signalisation communes à la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et au TPA 

À l'aide d'IPA, nous avons déterminé les voies canoniques et les réseaux biologiques communs les plus 

significatifs impliqués dans la transformation des cellules Bhas 42 induite par la SAS pyrogénée NM-

203, la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et le TPA. Pour cela, nous avons entré les listes de gènes, obtenues 

avec une p-value < 0,005 et FC > 4, pour la SAS pyrogénée NM-203 (257 gènes), la silice cristalline 

Min- U- Sil 5Ò(99 gènes) et le TPA (89 gènes) dans le logiciel IPA. Cette analyse révèle une modification 

de voies de signalisation liées à la régulation du cycle cellulaire, la croissance, la prolifération cellulaire, 
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au cancer et à la réparation de l’ADN. Les voies ayant présenté le plus grand nombre de gènes modulés 

sont présentées dans le Tableau 19.  

Tableau 19 : Principales voies de signalisation modifiées et principaux réseaux de gènes impactés suite à 
une exposition des cellules Bhas 42 durant 48h à la SAS pyrogénée NM-203, à la silice cristalline Min-U-Sil 

5Ò et au TPA mis en évidence grâce à IPA.  
En rouge sont représentées les voies de signalisation communes à la SAS pyrogénée NM-203 et à la silice 
cristalline Min-U-Sil 5Ò. En orange sont représentées les voies de signalisation communes à la SAS pyrogénée 
NM-203 et au TPA. En bleu sont représentés les réseaux de gènes communs à la SAS pyrogénée NM-203 et à la 
silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et en violet sont représentés les réseaux de gènes communs à la SAS pyrogénée NM-
203 et au TPA. Les nombres entre parenthèses représentent les scores de chaque réseau de gènes. 

 la SAS pyrogénée NM-203 Silice cristalline Min-U-Sil 5Ò TPA 

 

Les principales voies 
de signalisation 
modulées 

-Cell Cycle Control of Chromosomal 
Replication 
 
-Mitotic Roles of Polo-Like Kinase 
 
-Role of BRCA1 in DNA Damage 
Response 
 
-dTMP De Novo Biosynthesis 

-Airway Pathology in Chronic 
Obstructive Pulmonary Disease 

-Inhibition of Matrix Metalloproteases 
 
-Hepatic Fibrosis / Hepatic Stellate Cell 
Activation 
 
-LXR/RXR Activation 
 
-Cell Cycle Control of Chromosomal 
Replication 

-Aryl Hydrocarbon Receptor Signaling 

-Mitotic Roles of Polo-Like Kinase 
 
-Cell Cycle: G2/M DNA Damage 
Checkpoint Regulation 
 
-Pyridoxal 5'-phosphate Salvage 
Pathway 
 
-DNA damage-induced 14-3-3 
Signaling 

-Cyclins and Cell Cycle Regulation 
 

 

 

Les principaux 
réseaux de gènes 
modulés 

-Cycle, morphologie, assemblage et 
organisation cellulaire (46) 
 
-Cycle cellulaire, réplication de l'ADN, 
recombinaison et réparation, 
désorganisation du tissu conjonctif 
(44) 
 
-Cycle, assemblage et organisation 
cellulaire, réplication de l'ADN, 
recombinaison et réparation (37) 
 
-Signalisation et interaction cellule- 
cellule, fonction et maintenance 
cellulaires, développement et fonction 
du système hématologique (34) 
 
-Sténose cardiaque, maladie 
cardiovasculaire, lésion organique et 
anomalies (34) 

-Maladie cardio-vasculaire, maladie 
neurologique, cancer (45) 
 
-Cycle cellulaire, réplication de l'ADN, 
recombinaison et réparation, 
désorganisation du tissu conjonctif (43) 
 
-Production d'énergie, métabolisme 
lipidique, biochimie des petites 
molécules (23) 
 
-Morphologie cellulaire, métabolisme 
lipidique, biochimie des petites 
molécules (23) 
 
-Réplication, recombinaison et 
réparation d'ADN, morphologie 
cellulaire, hématopoïèse (11) 

 

-Cycle, assemblage et organisation 
cellulaire, réplication de l'ADN, 
recombinaison et réparation (67) 
 
-Croissance et prolifération cellulaire, 
cancer, lésions et anomalies 
organiques (26) 
 
-Cancer, lésions et anomalies 
organiques, maladie du système 
reproducteur (24) 
 
-Cancer, lésions et anomalies 
organiques, troubles du système 
endocrinien (21) 
 
-Développement cellulaire, croissance 
et prolifération cellulaire, 
développement et fonction du système 
hématologique (11) 

Parmi les 15 premières voies de signalisation modifiées, celles liées à la prolifération cellulaire, ou à la 

réparation de l’ADN ont été mises en évidence : notamment les voies « Cell Cycle Control of 

Chromosomal Replication », « Cell Cycle : G2/M DNA Damage Checkpoint Regulation », « Estrogen-

mediated S-phase Entry » et « Role of BRCA1 in DNA Damage Response » communes aux trois 

conditions et les voies «Mitotic Role of Polo-Like Kinase » communes à la SAS pyrogénée NM-203 et 

à la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et « DNA Double-Strand Break Repair by Homologous 

Recombinaition » commune à la SAS pyrogénée NM-203 et auTPA (Figure 30).  
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Figure 30 : Comparaison des voies de signalisation modifiées suite à un traitement de 48h des cellules 

Bhas 42 avec la SAS pyrogénée NM-203, la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et le TPA mises en évidence 
grâce au logiciel IPA. 

Cette analyse montre également que les voies « dTMP De novo Biosynthesis », « Superpathway of 

Serine and Glycine Biosynthesis I » et « BER pathway » sont spécifiquement modulées par la SAS 

pyrogénée NM-203. Cependant, le nombre de gènes modulés par la SAS pyrogénée NM-203 est plus 

important que le nombre de gènes modulés par la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et le TPA, ce qui peut 

induire un biais dans l’analyse. En entrant une liste avec un nombre identique de gènes pour la SAS 

pyrogénée NM-203, la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et le TPA, les résultats montrent que ces voies sont 

communes aux trois conditions. Il semblerait finalement que la SAS pyrogénée NM-203, la silice 

cristalline Min-U-Sil 5Ò et le TPA induisent une transformation des cellules Bhas 42 par des mécansimes 

communs.  
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6.4.4 Réseaux de gènes impactés 

Des réseaux de gènes communs à la SAS pyrogénée NM-203 et à la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et 

des réseaux de gènes communs à la SAS pyrogénée NM-203 et au TPA pouvant être impliqués dans 

le cycle cellulaire, la prolifération, la réplication de l’ADN, la réparation de l’ADN, la recombinaison, 

l’adhésion cellulaire et la progression tumorale ont été identifiés (Tableau 19). Dans le réseau de gènes 

communs à la SAS pyrogénée NM-203 et à la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò : Cycle cellulaire, réplication 

de l'ADN, recombinaison et réparation, désorganisation du tissu conjonctif, c-MYC est au cœur de ce 

réseau de gènes (Figure 31A) (Tableau 20). Une augmentation de l’expression de c-MYC peut être 

l’un des mécanismes impliqués dans la transformation des cellules Bhas 42 induite par la SAS 

pyrogénée NM-203 et la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò. En revanche, ce mécanisme ne semble pas être 

celui du TPA puisque, quelsque soient le fold change ou la p-value, l’expression de c-MYC n’augmente 

pas après traitement avec le TPA.  

Par ailleurs, ERK1/2 est au cœur des réseaux « Cycle cellulaire, assemblage et organisation cellulaires, 

réplication, recombinaison et réparation de l'ADN », commun à la SAS pyrogénée NM-203 et au TPA. 

ERK code une protéine jouant un rôle important dans la cascade MAPK / ERK intervenant dans diverses 

fonctions biologiques telle que la prolifération cellulaire. Bien que l’expression de ce gène ne soit pas 

modifiée suite au traitement des cellules Bhas 42 avec la SAS pyrogénée NM-203 et le TPA, il interagit 

avec des gènes impliqués dans la prolifération cellulaire tel que le gène CCNA sur-exprimé dans nos 

conditions (Figure 31B) et (Tableau 20). ERK1/2 est également au cœur du réseau : maladie cardio-

vasculaire, maladie neurologique et cancer ; un des réseaux de gènes induit par la silice cristalline Min-

U-Sil 5Ò (résultats non présentés). ERK1/2 peut alors avoir un rôle dans la transformation des cellules 

Bhas 42 induite par des agents chimiques particulaires.  
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Figure 31 : Réseaux de gènes communs identifiés via l’analyse IPA suite aux traitements des cellules Bhas 42 avec la SAS pyrogénée 

NM-203, la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et le TPA.  
(A) Réseau de gènes communs entre la SAS pyrogénée NM-203 et la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò : Cycle cellulaire, réplication de l'ADN, 
recombinaison et réparation, désorganisation du tissu conjonctif commun. (B)  Réseaux de gènes communs entre la SAS pyrogénée NM-203 
et le TPA : Cycle cellulaire, assemblage et organisation cellulaires, réplication, recombinaison et réparation de l'ADN. En vert sont représentés 
les gènes sous-exprimés et en rouge les gènes sur-exprimés. 
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Tableau 20 : Caractéristiques des gènes identifiés comme étant au coeur des réseaux de gènes communs 

à la SAS pyrogénée NM-203 et à silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et à la SAS pyrogénée NM-203 et au TPA.  

Symbole 

de gène 
Nom complet Fonction du gène 

Localisation 

protéique 

Niveau 

d’expression 
Références 

ERK 

Extracellular 
signal–regulated 

kinases 

Rôle important dans la cascade 
MAPK / ERK intervenant dans 
diverses fonctions biologiques 

telles que la croissance avec un 
rôle dans l'initiation et la 

régulation des fonctions de la 
mitose et de la post-mitose, mais 
également un rôle dans la survie 

et la différenciation cellulaires 

Cytoplasme/Noyau 
Pas de 

modification 
(Yao and 

Seger, 2009) 

CDC25C 
Cell division 
cycle 25C 

Rôle dans la régulation de la 
division cellulaire 

Noyau 
Sur-

expression 

(Perdiguero 
and Nebreda, 

2004) 

AURKA Aurora kinase A Impliqué dans l’entrée en phase M Centrosomes 
Sur-

expression 
(Asteriti et al., 

2015) 

6.5 Comparaison des signatures moléculaires et sélection des 
gènes communs 

6.5.1 Signature commune de la transformation cellulaire 

Dans le but de proposer un test de criblage rapide afin d’étudier le potentiel transformant des SAS ou 

d’autres agents chimiques, nous avons recherché une signature de gènes communs à la SAS 

pyrogénée NM-203, la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et au TPA et étudié si cette signature peut être 

retrouvée avec d’autres SAS transformantes dans l’essai Bhas 42 (les SAS précipitées NM-200 et 

pyrogénées NM-202). Pour ce faire, la liste de gènes exprimés différentiellement avec une p-value < 

0,005 et un FC > 4 a été utilisée afin de comparer les signatures moléculaires obtenues après un 

traitement des cellules Bhas 42 avec la SAS pyrogénée NM-203 (5 µg/cm2), la silice cristalline 

Min- U- Sil 5Ò (20 µg/cm²) et le TPA (0,05 µg/mL). Les résultats montrent que l'expression de 309 gènes 

est modifiée par les différents traitements (p <0,005 et FC> 4). La grande majorité des gènes identifiés 

(83%) subissent un changement d’expression suite à un traitement des cellules Bhas 42 avec la SAS 

pyrogénée NM-203. Parmi eux, 142 gènes (46%) sont spécifiquement modulés par la SAS pyrogénée 

NM-203. De plus, 23 (8%) et 29 gènes (10%) sont modulés spécifiquement par la silice cristalline 

Min- U-Sil 5Ò et TPA, respectivement. Au total, 21 gènes communs modulés par la SAS pyrogénée 

NM- 203, la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et le TPA sont mis en évidence (p <0,005, FC> 4) (Figure 

32A). Les principales fonctions des gènes sont résumées dans les Tableaux 21 et 22. 

Parmi eux, 12 gènes, CACNA1G, CMBL, ENPP2, GDPD2, HMGCS2, LGALS7, LUM, POSTN, 

SEMA3G, SPARCL1, TIMP4, et A230065H16Rik sont sous-exprimés, tandis que 9 gènes, RAD51AP1, 

NLRP2, SGOL1, IL1RL1, PRL2C3, PRL2C5, PRL2C1, AUNIP et MCM10 sont sur-exprimés (Figure 

32B). Les gènes sur-exprimés sont liés à la prolifération cellulaire et les gènes sous-exprimés sont liés 

à l'adhésion cellulaire. Ces résultats mettent en évidence un set de gènes communs facilement 

exploitables pouvant être utilisés dans un test de criblage. 
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Figure 32 : Comparaison des signatures moléculaires et sélection de gènes communs.  
(A) Diagramme de Venn afin de comparer les signatures moléculaires obtenues suite à un traitement des cellules 
Bhas 42 avec la SAS pyrogénée NM-203 (5 µg / cm2), la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò (20 µg / cm2) et le TPA 
(0,05 µg / mL) (p <0,005 et FC> 4). (B) Heatmap (« carte thermique ») des 21 gènes communs régulés par les 
trois composés transformants obtenue avec le logiciel Gene Cluster 3.0 et visualisés avec Treeview (p <0,005; 
FC> 4). Une moyenne de l'expression de chaque gène a été réalisée pour chaque condition. Le vert indique une 
sous-expression des gènes ; et le rouge une sur-expression. Les gènes en rouge correspondent aux gènes 
d’intérêt sélectionnés. TPA : 12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate; DMSO : diméthylsulfoxyde; DE : terre de 
diatomée. 

  

Afin de restreindre cette liste de gènes, 12 gènes parmi les 21 gènes communs ont été sélectionnés en 

fonction de leurs taux d'expression (sur-exprimés : IL1RL1, PRL2C1, PRL2C3, PRL2C5, AUNIP et 

MCM10 ; ou sous-exprimés : SEMA3G, POSTN, SPARCL1, LUM, LGALS7 et TIMP4), leur fonction, 

leur niveau d’expression (Tableaux 21 et 22). 

6.5.2 Fonction principale des 12 gènes communs sélectionnés  

De par leur fonction liée à la prolifération et l’adhésion cellulaire, la modulation de l’expression des 

gènes sélectionnés peut être à l’origine de la transformation cellulaire. En effet, un traitement des 

cellules Bhas 42 avec la SAS pyrogénée NM-203, la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et le TPA entraîne 

une sur-expression de gènes impliqués dans la prolifération cellulaire tels que les gènes AUNIP, 

MCM10, PRL2C1, PRL2C3, PRL2C5 et IL1RL1 et une sous-expression de gènes impliqués dans 

l’adhésion cellulaire tels que POSTN, LGALS7, LUM, SPARCL1, TIMP4 et SEMA3G. Les différentes 

fonctions liées à la prolifération et à l’adhésion cellulaire des gènes sélectionnés sont présentées dans 

le Tableau 21. AUNIP interagit avec AURKA (une protéine kinase) au niveau des centrosomes et du 

fuseau mitotique durant le cycle cellulaire. AURKA participe à l'alignement des chromosomes, à la 

maturation des centrosomes, à l'assemblage du fuseau mitotique (Lieu et al., 2010). IL1RL1 est un 
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récepteur de l'interleukine-33 (Il-33), un membre de la famille des cytokines Il-1, qui a un rôle dans les 

réponses immunitaires et inflammatoires. Il semblerait également que ce couple ligand/récepteur puisse 

être impliqué dans la prolifération cellulaire (Maywald et al., 2015).  

La protéine codée par le gène MCM10 est une protéine essentielle impliquée dans les phases d'initiation 

et d'élongation de la réplication chromosomique. Le complexe protéique formé par les protéines MCM 

est un composant clé du complexe de pré-réplication et peut être impliqué dans la formation de fourches 

de réplication et dans le recrutement d'autres protéines liées à la réplication de l'ADN (Chattopadhyay 

and Bielinsky, 2007). Par exemple, il a été montré que MCM10 était nécessaire à l'association de l'ADN 

polymérase avec la chromatine (Warren et al., 2009). 

Les gènes de la famille des PRL2C sont un groupe de gènes hautement homologues ayant été identifiés 

à l'origine comme gènes inductibles par un facteur de croissance dans les fibroblastes de souris 

immortalisés (Linzer et al., 1985; Nilsen-Hamilton et al., 1980), mais in vivo ces gènes ont été 

principalement détectés dans les cellules de trophoblastes géants du placenta de souris suggérant un 

rôle de ces gènes dans le développement embryonnaire (Lee et al., 1988). En effet, il semblerait que 

ces gènes stimulent l’angiogenèse dans le placenta de souris en développement en jouant un rôle 

important dans la migration des cellules endothéliales vasculaires utérines vers les cellules géantes 

(Jackson et al., 1994; Ma et al., 1997). Fait intéressant, la famille des PRL2C participe à une boucle de 

rétroaction positive favorisant l’angiogenèse (Yang et al., 2013). Il a également été mis en évidence que 

ces gènes étaient capables de stimuler la croissance des cellules dans les tissus maternels et fœtaux 

pendant le développement de l'embryon. De plus, l’expression de ces gènes a été fortement induite 

dans les kératinocytes situés proches des plaies lors de la cicatrisation cutanée et dans les follicules 

pileux suggérant un rôle de ces gènes pendant la cicatrisation et durant le cycle du follicule pileux en 

tant que facteur de croissance et / ou facteur d'angiogenèse. Enfin, un rôle leur a été attribué dans la 

formation de microvillosités et la prolifération cellulaire des cellules de neuroblastome (Fassett et al., 

2000; Wang et al., 2006).  

En ce qui concerne les gènes sous-exprimés dans cette étude, les galectines forment une famille de 

lectines animales caractérisées par leur domaine de liaison aux sucres et leur affinité pour des 

glycoconjugués contenant des β-galactosides (Advedissian et al., 2015). LGALS7 code une protéine 

extracellulaire exprimée dans tous les types de cellules épithéliales stratifiées présentes dans la peau, 

la langue, l'œsophage et les corpuscules de Hassal dans le thymus. Cette protéine est impliquée dans 

des interactions cellules-cellules et/ou cellules-matrice extracellulaire (Kuwabara et al., 2002). LUM est 

un gène codant un protéoglycane matriciel extracellulaire appelé lumican. Lumican est impliqué dans 

l’assemblage, l’organisation et le renforcement des fibrilles de collagène (Jepsen et al., 2002; Neame 

et al., 2000). La périostine a été identifiée comme une protéine de 811 acides aminés sécrétée par les 

ostéoblastes et favorisant l’adhésion des ostéoblastes, ce qui a conduit à l’hypothèse selon laquelle la 

périostine servirait à recruter et attacher les ostéoblastes au périoste (Horiuchi et al., 1999; Takeshita 

et al., 1993). POSTN codant pour une protéine de la matrice extracellulaire sécrétée peut interagir 

directement avec des protéines de la matrice extracellulaire (MEC), telles que la fibronectine et la 

ténascine-C, et servir de ligand pour certaines intégrines afin de favoriser l'adhésion cellulaire et le 

remodelage de la matrice (Gillan et al., 2002; Snider et al., 2009). SEMA3G est un gène codant pour 
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une protéine de la famille des sémaphorines. Les sémaphorines interviennent dans le guidage axonal, 

la migration cellulaire, le développement, et l'immunité (Karayan-Tapon et al., 2008). En effet, il a été 

démontré que SEMA3G était capable d’induire la migration des cellules endothéliales normales (Liu et 

al., 2015). SPARCL1 code pour une glycoprotéine extracellulaire capable d’interagir avec la matrice 

extracellulaire et notamment avec le collagène de type I afin d’assurer l’adhésion cellulaire (Cao et al., 

2013; Hambrock et al., 2003). Enfin, le gène TIMP4 appartient à la famille des gènes TIMP. Les 

protéines codées par cette famille de gènes sont des inhibiteurs des métalloprotéinases matricielles, un 

groupe de peptidases impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire (Brew et al., 2000). 

 

Tableau 21 : Caractéristiques des 12 gènes communs sélectionnés 

Symbole de 
gène 

Nom complet Fonction du gène 
Localisation 

protéique 
Niveau 

d’expression 
Références 

AUNIP 

Aurora Kinase A 
And Ninein 

Interacting Protein 

Interaction avec AURKA durant le cycle 
cellulaire: une sérine / thréonine kinase mitotique 
qui contribue à la régulation de la progression du 

cycle cellulaire. 

Noyau Sur-expression (Lieu et al., 2010) 

IL1RL1 
Interleukin-1 

receptor-like 1 

Récepteur membranaire de IL-33 impliqué dans 
la réponse immunitaire, capable d’activer les 

voies des MAPK et NF-KB. 

Membrane 
plasmique 

Sur-expression 
(Lingel et al., 

2009) 

MCM10 
Mini-chromosome 
Maintenance 10 

Réplication de l’ADN Noyau Sur-expression 
(Chattopadhyay 
and Bielinsky, 

2007) 

PRL2C1 

Prolactin family 2, 
subfamily c, member 

1 

Hormone impliquée dans la régulation positive 
de la proliferation cellulaire, angiogenèse, 

migration cellulaire 

Espace 
extracellulaire 

Sur-expression 
(Fassett et al., 

2000; Wang et al., 
2006) 

PRL2C3 

Prolactin family 2, 
subfamily c, member 

3 

Hormone impliquée dans la régulation positive 
de la proliferation cellulaire, angiogenèse, 

migration cellulaire 

Espace 
extracellulaire 

Sur-expression 
(Fassett et al., 

2000; Wang et al., 
2006) 

PRL2C5 

Prolactin family 2, 
subfamily c, member 

5 

Hormone impliquée dans la régulation positive 
de la proliferation cellulaire, angiogenèse, 

migration cellulaire 

Espace 
extracellulaire 

Sur-expression 
(Fassett et al., 

2000; Wang et al., 
2006) 

POSTN Periostin Adhésion cellulaire/Remodelage de la matrice 
Espace 

extracellulaire 
Sous-expression 

(Gillan et al., 
2002) 

LUM Lumican 
 

Protéoglycane matricielle impliqué ans 
l’organisation de la matrice extracellulaire 

Espace 
extracellulaire 

Sous-expression 
(Neame et al., 

2000) 

LGALS7 Galectin-7 Interaction cellules-cellules et/ou cellules-matrice 
Espace 

extracellulaire 
Sous-expression 

(Kuwabara et al., 
2002) 

SEMA3G Semaphorin-3G Migration cellulaire Cytoplasme Sous-expression (Liu et al., 2015) 

SPARCL1 

Secreted protein 
acidic and rich in 

cysteine like protein 
1 

Adhésion cellulaire 
Espace 

extracellulaire 
Sous-expression 

(Sullivan et al., 
2006) 

TIMP4 
Metalloproteinase 

inhibitor 4 
Inibiteur des métalloprotéinases, migration 

cellulaire, remodelage de la matrice 
Espace 

extracellulaire 
Sous-expression 

(Huang et al., 
2002) 
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Les 9 autre gènes CACNA1G, CMBL, ENPP2, GDPD2, HMGCS2, RAD51AP1, NLRP2, SGOL1 

A230065H16Rik n’ont pas été sélectionnés car leur fonction principale n’est pas liée à la prolifération 

ou à l’adhésion cellulaire (Tableaux 22). Les RIKEN sont des gènes dont la fonction est inconnue, ou 

ne codant pas pour une protéine. C’est pourquoi A230065H16Rik a été mis de côté. Pourtant, de façon 

intéressante, ce gène était sous-expirmé dans une analyse transcriptomique (Liu et al., 2018a). 

 

Tableau 22 : caractéristiques des gènes communs non selectionnés 

Symbole de 
gène 

Nom complet Fonction du gène 
Localisation 

protéique 
Niveau 

d’expression 
Références 

CACNA1G 
Calcium voltage-gated 
channel subunit alpha1 

Canal calcique voltage-dépendant : 
facilite l’entrée du calcium et régule 
différents processus intra-cellulaires 

(contraction, sécrétion, 
neurotransmission et l'expression 

génique) 

Membrane 
plasmique 

Sous-expression 
(Morino et al., 

2015) 

CMBL 
Carboxymethylenebutenolid

ase Homolog 

Cysteine hydrolase capable d’hydrolyser 
préférentiellement les esters cycliques et 

d’induire la bioactivation de 
promédicaments. 

Cytoplasme Sous-expression 
(Ishizuka et al., 

2010) 

ENPP2 

Ectonucleotide 
pyrophosphatase/phosphodi

esterase 2 

Enzyme à la fois phosphodiestérase 
capable de cliver les liaisons 

phosphodiester aux extrémités 5' des 
oligonucléotides, phospholipase, qui 

catalyse la production d'acide 
lysophosphatidique 

Membrane 
plasmique 

Sous-expression (Nam et al., 2001) 

GDPD2 
Glycerophosphoinositol 

inositolphosphodiesterase 2 

Hydrolyse le glycérophosphoinositol 
pour produire de l'inositol 1-phosphate et 

du glycérol.Peut avoir un rôle dans la 
différenciation et la croissance des 

ostéoblastes 

Membrane 
plasmique 

Sous-expression 
(Corda et al., 

2009; Yanaka et 
al., 2003) 

HMGCS2 
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-

CoA Synthase 2 

Catalyse la première réaction de la 
cétogenèse, voie métabolique 

conduisant à la formation de corps 
cétonique constituant une source 

d’énergie pour divers organes pendant 
les périodes de carence en glucides  

Cytoplasme Sous-expression 
(Shafqat et al., 

2010) 

NLRP2 

Nucleotide-Binding 
Oligomerization Domain, 
Leucine Rich Repeat And 
Pyrin Domain Containing 2 

Interagit avec les composants du 
complexe IKK (complexe inhibiteur des 
facteurs de transcription de la famille 

NF-κB) afin d’empécher la dégradation 
du complexe et donc de supprimer 

l’activité de NF-kB 

Noyau Sur-expression 
(Tilburgs et al., 

2017) 

RAD51AP1 
DNA repair protein Rad51 

Associated Protein 1 
Réparation de l’ADN Noyau Sur-expression 

(Dray et al., 2010; 
Kovalenko et al., 

1997) 

SGOL1 Shugoshin-like 1 
Protection de la cohésine centromérique 

contre le clivage pendant la prophase 
mitotique  

Noyau Sur-expression 
(Kitajima et al., 

2006; Riedel et al., 
2006) 
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6.6 Validation des résultats de transcriptomique par RT-qPCR 

 Suite à la sélection des 12 gènes communs, des analyses par RT-qPCR ont été réalisées 

afin de valider les résultats de transcriptomique. Pour l’ensemble des 12 gènes communs sélectionnés, 

les résultats de RT-qPCR sont conformes aux résultats transcriptomiques avec un coefficient de 

corrélation proche de 1 pour l’ensemble des gènes et confirment l'effet dose induit par la SAS pyrogénée 

NM-203 (Tableau 23). 

 

Tableau 23 : Corrélation entre les données de micropuces et les résultats de RT-qPCR  

Nom du 
gène 

 
NM-203 

(1 µg/cm2) 
NM-203 

(2 µg/cm2) 
NM-203 

(5 µg/cm2) 
Min-U-Sil 5Ò 
(20 µg/cm2) 

DE 
(5 µg/cm2) 

TPA 
(0.05 µg/mL) 

Coefficient 

de 
corrélation 

 

AUNIP 

Micropuces 1,87 5,90 6,22 5,02 1,37 4,74 
0,742 

RT-qPCR 1,10 1,70 7,06 2,94 1,38 4,23 

IL1RL1B 
Micropuces 1,64 3,74 4,60 5,06 1,66 4,39 

0,844 
RT-qPCR 1,30 1,69 5,88 3,78 1,83 4,76 

LGALS7 
Micropuces 0,81 0,68 0,10 0,16 0,63 0,29 

0.961 
RT-qPCR 0,69 0,42 0,02 0,06 0,75 0,09 

LUM 
Micropuces 0,64 0,70 0,11 0,23 0,55 0,28 

0,928 
RT-qPCR 0,49 0,33 0,05 0,06 0,67 0,16 

MCM10 
Micropuces 1,64 5,26 7,29 6,27 1,25 4,74 

0,846 
RT-qPCR 1,27 2,08 8,50 3,94 1,48 3,82 

PRL2C1 
Micropuces 1,49 3,94 18,95 17,46 1,60 13,12 

0,962 
RT-qPCR 2,10 4,17 54,40 53,26 3,44 20,00 

PRL2C3 
Micropuces 1,63 5,42 22,82 22,73 1,61 20,26 

0,954 
RT-qPCR 1,45 3,10 29,11 29,64 2,30 14,75 

PRL2C5 
Micropuces 1,64 4,81 17,51 17,35 1,61 13,22 

0,880 
RT-qPCR 1,97 4,25 18,55 8,44 4,10 15,00 

POSTN 
Micropuces 0,53 0,35 0,09 0,10 0,47 0,08 

0,969 
RT-qPCR 0,66 0,31 0,04 0,04 0,71 0,03 

SEMA3G 
Micropuces 0,60 0,50 0,14 0,27 0,46 0,21 

0,889 
RT-qPCR 0,73 0,38 0,13 0,05 0,87 0,09 

SPARCL1 
Micropuces 0,61 0,65 0,04 0,10 0,44 0,27 

0,929 
RT-qPCR 0,59 0,32 0,02 0,03 0,64 0,12 

TIMP4 
Micropuces 0.57 0,52 0,11 0,22 0,54 0,12 

0,960 
RT-qPCR 0,67 0,45 0,02 0,06 0,79 0,03 

Les niveaux d’ARNm de quatre expériences indépendantes ont été normalisés par rapport aux gènes de ménage 
puis rapportés au témoin : TPA vs DMSO, la SAS pyrogénée NM-203 aux doses 1, 2, et 5 μg / cm2, la silice 
cristalline Min-U-Sil 5Ò, la silice amorphe DE vs H2O. Le coefficient de corrélartion est calculé sur toutes les valeurs. 
 

6.7 Validité de la signature commune pour d’autres SAS 

Nous avons par la suite évalué si l’exposition des cellules Bhas 42 à d’autres SAS précipitées NM-200, 

NM-201 et pyrogénée NM-202 implique des modifications de l’expression des 12 gènes communs 

sélectionnés. L’exposition des cellules Bhas 42 à la SAS précipitée NM-200 (20 µg / cm2) ou à la SAS 

pyrogénée NM-202 (20 µg/cm²) conduit à un profil d’expression similaire à celui obtenu lorsque les 

cellules sont traitées avec la SAS pyrogénée NM-203 (5 µg/cm²), c’est-à-dire une augmentation de 

l’expression de AUNIP, IL1RL1, MCM10, PRL2C1, PRL2C3 et PRL2C5 et une diminution de LGALS7, 

LUM, POSTN, SEMA3G, SPARCL1 et TIMP4 (Figure 33). En revanche, les cellules exposées à la SAS 

précipitée NM-201 (non transformant en un traitement) ne montrent aucun changement significatif dans 

l'expression de chaque gène. Les résultats obtenus mettent en évidence une signature de 12 gènes 

pouvant être considérés comme potentiel "bio-marqueurs" précoce de la transformation cellulaire induite 

par les SAS. 
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Figure 33 : Changements d'expression induits par les SAS précipitées NM-200, NM-201 et les SAS 
pyrogénées NM-202, NM-203.  
Expression relative des 12 gènes sélectionnés (AUNIP, IL1RL1 (isoforme B), MCM10, PRL2C1, PRL2C3, 
PRL2C5, LGLAS7, LUM, POSTN, SEMA3G, SPARL1 et TIMP4) après 48h de traitement des cellules Bhas 42 
avec la SAS précipitée NM-200 (20 µg / cm²), la SAS précipitée NM-201 (20 µg / cm²), la SAS pyrogénée NM-
202 (20 µg / cm²) et la SAS pyrogénée NM-203 (5 µg / cm²). La quantité d’ARNm a été normalisée par rapport 
aux gènes de ménage puis rapportée au témoin H2O. Les résultats sont exprimés en moyenne ± l’écart type de 
quatre expériences indépendantes. * indique une p-value <0,05, ** indique une p-value <0,01, *** indique une 
p-value <0,005, **** indique une p-value < 0,001 par rapport aux cellules témoins suite à une ANOVA a un 
facteur suivie d'un test de comparaisons multiples de Dunnett.  

 

6.8 Cinétique d’expression des 12 gènes communs 

Afin d’étudier l’évolution de l’expression des gènes à des temps de traitement plus courts que 

48h, une cinétique d’expression a été réalisée aux temps 3h, 6h, 12h, 24h et 48h. Les résultats 

montrent que l’effet de la SAS pyrogénée NM-203, de la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et du TPA 

est relativement précoce et peut être observé pour la quasi-totalité des gènes (sauf SPARCL1, 

AUNIP et MCM10) avant 48h-post exposition (Figure 34). En particulier, pour la quasi-totalité 

des gènes, une modulation de l’expression est observée dès 24h post-exposition avec la SAS 

pyrogénée NM-203, la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et le TPA. En écartant SPARCL1, AUNIP et 

MCM10 de la liste des gènes constituant une signature commune de l’effet transformant des 

agents chimiques, celle-ci peut être étudiée dès le temps d’exposition de 24h et nous permet 

de rendre le test de criblage plus efficace et rapide. 
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Figure 34 : Cinétique d’expression des 12 gènes communs sélectionnés.  
Expression relative des 12 gènes (PRL2C1, PRL2C3, PRL2C5, IL1RL1 (Isoforme B), AUNIP, MCM10, 
RAD51AP1, POSTN, TIMP4, LGALS7, LUM, SPARCL1, SEMA3G) après 3h, 6h, 12h, 24h et 48h de traitement 
des cellules Bhas 42 avec la SAS pyrogénée NM-203 (5 µg/cm2), la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò (20 µg/cm2) et 
TPA (0,05 µg/mL). La quantité d’ARNm a été normalisée par rapport aux gènes de ménage puis rapportée au 
témoin H2O. Les résultats sont exprimés en moyenne ± l’écart type de trois réplicats techniques. 

6.9 Étude de la corrélation entre ARNm et protéines 

L’ensemble des protéines extracellulaires (POSTN, LUM, TIMP4, LGALS7, SPARCL1, et la famille des 

PRL2C) ont été sélectionnées dans cette étude pour proposer un dosage des protéines rapide tel qu’un 

test ELISA. Cependant, l’analyse de la protéine SPARCL1 et des protéines de la famille des PRL2C n’a 

pas pu être réalisée par ELISA, car les kits ELISA correspondant n’étaient pas disponibles dans le 

commerce. D’autre part les protéines LUM, TIMP4 (intra et extracellulaire), LGALS7 (extracellulaire) 

n’ont pas été détectées. Seul le taux de POSTN a pu être étudié par ELISA.  

Dans le même but, les niveaux de ces protéines extracellulaires et des protéines intracellulaires ont été 

étudiés par Western Blot. L’analyse des protéines SPARCL1, SEMA3G n’a pas pu être réalisée car les 

anticorps correspondants ne sont pas disponibles dans le commerce. De plus, sûrement à cause d’un 

manque de spécificité des anticorps disponibles dans le commerce, les protéines LUM, TIMP4 (intra et 
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extracellulaire), LGALS7 (extracellulaire) et AUNIP n’ont pas pu être détectées. Les taux de protéines 

ont alors été déterminés par Western Blot pour MCM10, IL1RL1 B, POSTN, LGALS7 et la famille des 

PRL2C. Pour POSTN, LGALS7 et la famille des PRL2C, une concordance entre les niveaux 

d’expression en ARNm et les quantités de protéines correspondantes est observée sauf pour certaines 

conditions de traitement (SAS précipitée NM-201, SAS pyrogénée NM-203 à 1 et 2 μg/cm², TPA et DE) 

(Figure 35A et B).  

En accord avec les résultats obtenus pour les ARNm, une diminution significative du niveau de 

périostine (protéines extracellulaires codées par le gène POSTN) est observée lorsque les cellules 

Bhas 42 sont traitées avec la SAS précipitée NM-200 à 20 μg/cm², la SAS pyrogénée NM-202 à 20 

μg/cm², la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò à 20 μg/cm², la SAS pyrogénée NM-203 à 5 μg/cm² et le TPA à 

0,05 µg/mL. Par ailleurs, le traitement avec la SAS pyrogénée NM-203 à 1 μg/cm², 2µg/cm² et la silice 

amorphe DE (5 μg/cm²) n’a pas d’effet sur le taux de périostine. En revanche, une diminution plus faible 

mais significative du taux de périostine est observée lorsque les cellules sont traitées avec le SAS 

précipitée NM-201 (20 µg/cm²) (Figure 35A). 

Les résultats de Western Blot sur les extraits cellulaires ainsi que sur le surnageant de culture de deux 

protéines extracellulaire, la proliférine (protéines codées par les gènes de la famille PRL2C) et la 

galectine-7 (protéines codées par le gène LGALS7) montrent une augmentation de la proliférine intra 

et extracellulaire lorsque les cellules étaient traitées avec les SAS précipitées NM-200, NM-202, la SAS 

pyrogénée NM-203 (5 μg/cm²), la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et le TPA, confirmant ainsi les résultats 

de RT-qPCR. En ce qui concerne la proliférine intracellulaire, la SAS pyrogénée NM-203 induit une 

augmentation du taux de proliférine seulement à 5 µg/cm². Aucun effet du niveau de protéines 

intracellulaires n'est observé après traitement avec la SAS précipitée NM-201, la SAS pyrogénée NM-

203 à 1 μg/cm² et 2 μg/cm² et la silice amorphe DE (Figure 35B). En revanche, la silice amorphe DE et 

la SAS pyrogénée NM-203 induisent une augmentation du taux de proliférine extracellulaire, et ce, dès 

la dose à 1 µg/cm² pour la SAS pyrogénée NM-203. 

Le niveau de protéines galectine-7 intracellulaire diminue lorsque les cellules sont traitées avec les SAS 

précipitées NM-200, NM-202, la SAS pyrogénée NM-203 (2 et 5 µg/cm²) et la silice cristalline 

Min- U- Sil 5Ò. De plus, aucune modulation du niveau de protéines n'est observée après traitement avec 

la SAS précipitée NM-201, la SAS pyrogénée NM-203 à 1 μg/cm² et la silice amorphe DE. Cependant, 

le traitement avec le TPA ne diminue pas les taux de protéines, ce qui est en contradiction avec les 

résultats issus des RT-qPCR pour lesquels le traitement des cellules Bhas 42 avec le TPA induit une 

diminution significative de l’expression du gène (Figure 35B). La galectine-7 extracellulaire n’a pas été 

mise en évidence dans nos conditions expérimentales. De plus, quel que soit le traitement, aucune 

variation du niveau de IL1RL1 intracellulaire ou extracellulaire et de MCM10 n’a été observée (Figure 

35B).  

Au vu des résultats obtenus par l’analyse protéique, la mise en place d’un test de criblage pour 

l’évaluation des stades précoces de la transformation cellulaire induite par des agents chimiques basée 

sur la méthode de RT-qPCR semble pour l’instant plus pertinente. Un résumé de ces résultats est 

présenté Tableau 24. 
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A 

 

B 

 

Figure 35 : Analyse des protéines.  
(A)La sécrétion de périostine (POSTN) (n = 3) a été déterminée par ELISA 48h après traitement des cellules 
Bhas 42 avec la SAS précipitée NM-200 (20 µg/cm²), la SAS précipitée NM-201 (20 µg/cm²), la SAS pyrogénée 
NM-202 (20 µg/cm²), la SAS pyrogénée NM-203 à des concentrations croissantes, la silice cristalline Min-U-Sil 
5Ò (20 μg/cm²), la silice amorphe DE (5 μg/cm²) et le TPA (0,05 μg/mL). *** indique une p-value < 0,005 par 
rapport aux conditions témoins (H2O) suite à une transformation logarithmique des données et à un test ANOVA 
suivi d’un test de comparaison multiple de Dunnett réalisé grâce au logiciel GraphPad. $$$ indique une p-value 
< 0,005 (comparaison des résultats obtenus à partir de cellules exposées au TPA avec ceux obtenus à partir 
des cellules traitées au DMSO) suite à un t-test non pairé appliqué pour la comparaison deux à deux. (B) Les 
niveaux de protéines intra-cellulaires ont été analysés par Western blot. La proliférine et IL1RL1 ont également 
été détectées dans le surnageant de culture cellulaire. Les résultats sont représentatifs de l'une des trois 
expériences indépendantes. La β-Actine a été utilisée comme témoin de charge dans chaque transfert (résultat 
représentatif de toutes les expériences), à l'exception de la détection de la proliférine et de IL1RL1 dans le 
surnageant cellulaire. L’intensité de luminescence a été normalisée par rapport à la β-Actine puis rapportée au 
témoin: TPA vs DMSO, les SAS précipitées NM-200, NM-201, les SAS pyrogénée NM-202, NM-203 aux doses 
1, 2, et 5 μg / cm2, la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò, la silice amorphe DE vs H2O. 
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Tableau 24 : Récapitulatif de la corrélation entre protéines et ARNm. 

 Protéines vs ARNm 

POSTN extracellulaire Corrélation sauf pour NM-201 

Famille des PRL2C intracellulaire Corrélation 

Famille des PRL2C extracellulaire Corrélation sauf pour la SAS pyrogénée NM-203 (dose 1 et 2 µg/cm²) et la silice amorphe DE 

LGALS7 intracellulaire Corrélation sauf pour TPA 

LGALS7 extracellulaire Aucune détection de la protéine 

IL1RL1B Pas de corrélation, pas de variation du taux de protéines 

MCM10 Pas de corrélation, pas de variation du taux de protéines 

LUM Aucune détection de la protéine 

TIMP4 Aucune détection de la protéine 

AUNIP Aucune détection de la protéine 

SPARCL1 Pas d’anticorps 

SEMA3G Pas d’anticorps 
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Chapitre V : DISCUSSION  

Bien que les SAS soient largement produites et utilisées, peu d'études se sont focalisées sur leur 

potentiel transformant ou cancérogène (Murugadoss et al., 2017; Napierska et al., 2010) . Dans une 

étude précédente menée à l’INRS, les propriétés transformantes des SAS précipitées NM-200 et 

NM- 201 et des SAS pyrogénées NM-202 et NM-203 ont été révélées à travers le test de transformation 

des cellules Bhas 42 dans les conditions de promotion (Fontana et al., 2017). Afin d’étudier les 

signatures moléculaires induites par les SAS en comparaison avec d’autres agents transformants, une 

analyse transcriptomique non supervisée a été effectuée, après une exposition de 48h des cellules Bhas 

42 à la SAS pyrogénée NM-203 (la plus transformante), la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò, la silice 

amorphe DE et au TPA . À cette durée de traitement, la SAS pyrogénée NM-203 et la silice cristalline 

Min-U-Sil 5Ò induisent des changements d’expression de gènes associés à des mécanismes 

épigénétiques (Seidel et al., 2017). Nous avons donc émis l’hypothèse que ce traitement induit d’autres 

modifications d’expression de gènes. L’étude transcriptomique a permis de mettre en évidence 21 

gènes dont l’expression est modifiée communément par la SAS pyrogénée NM-203, la silice cristalline 

Min-U-Sil 5Ò et le TPA. Parmi eux, 12 gènes impliqués dans la prolifération cellulaire et l'adhésion ont 

été sélectionnés comme marqueurs des propriétés transformantes de la SAS pyrogénée NM-203, la 

silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et du TPA. Afin de vérifier si cette signature de gènes pouvait être 

généralisée à d’autres types de SAS, l’expression de ces 12 gènes a été étudiée avec les SAS 

précipitées NM-200 et NM-201 et la SAS pyrogénée NM-202. Bien que la SAS précipitée NM-201 

n’induise aucune modification de l’expression de ces gènes, des changements similaires des niveaux 

d'ARN de chaque gène sélectionné ont été obtenus avec la SAS précipitée NM-200 et pyrogénée 

NM- 202, transformantes en un seul traitement, suggérant que cette signature peut être utilisée comme 

marqueur potentiel de l’effet transformant des SAS.  

1. Tests de transformation et approche transcriptomique. 

Les tests de transformation cellulaire permettent de mettre en évidence le potentiel transformant d’une 

substance chimique en un temps relativement court (20 à 30 jours). Ils peuvent être donc utilisés comme 

outil de criblage afin de repérer les substances candidates aux essais de cancérogénèse in vivo. D’autre 

part, les tests de transformation sont capables de détecter les agents cancérogènes dits « non 

génotoxiques » qui échappent aux tests de génotoxicité généralement appliqués pour détecter les 

substances à potentiel cancérogène (Creton et al., 2012). Les tests de transformation cellulaire in vitro 

permettent ainsi d’identifier des agents cancérogènes quel que soit leur mode d’action initial, 

génotoxique ou non. Les SAS utilisées n’ont pas induit de génotoxicité dans divers lignées cellulaires 

(Tavares et al., 2014; Uboldi et al., 2012). Parmi les tests de transformation, le modèle Bhas 42 possède 

l’avantage de pouvoir discriminer de manière simple les effets initiateurs et promoteurs des agents 

chimiques (Asada et al., 2005; OECD, 2016; Ohmori et al., 2004). Cependant, les tests de 

transformation cellulaire reposent sur l’observation du phénotype transformant, c’est-à-dire sur la 

morphologie et le comptage des foyers transformés. Ils ne permettent pas d’identifier les signatures 

moléculaires sous-jacentes. L’apparition de la technologie des puces à ADN (ou transcriptomique) a 
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révolutionné les études toxicologiques. En effet, cette technologie de criblage permet d’analyser 

simultanément les modifications directes ou indirectes de l’expression de gènes suite à l’exposition à 

un toxique. La transcriptomique est une approche pertinente pour identifier les voies biologiques 

modifiées par un agent toxique (Halappanavar et al., 2011, 2015; Poulsen et al., 2015). Elle a d’ailleurs 

été utilisée par d'autres auteurs sur la lignée cellulaire BALB/c 3T3 afin d'identifier des gènes dont la 

modulation de l’expression serait prédictive des effets cancérogènes des agents chimiques (Ao et al., 

2010; Maeshima et al., 2009, 2010; Rohrbeck et al., 2010). À notre connaissance, aucune étude 

transcriptomique réalisée avec des cellules Bhas 42 n'a été publiée à ce jour. En revanche des études 

transcriptomiques se sont intéressées à la toxicité des SAS et des microparticules de silice (Decan et 

al., 2016; Guo et al., 2017; McDermott et al., 2011; Perkins et al., 2015; Vuong et al., 2017), dont une 

étude réalisée sur les cellules A549 traitées avec la SAS pyrogénée NM-203 (Pisani et al., 2015). 

L’approche transcriptomique appliquée au modèle de transformation Bhas 42 que nous avons choisie 

est dans la continuité de ces études. 

2. Les SAS induisent la transformation cellulaire in vitro 

Les SAS induisent la transformation des cellules Bhas 42 dans le test réalisé à la fois dans les conditions 

standard avec trois traitements consécutifs et avec un traitement unique (excepté NM-201). Le faible 

pouvoir transformant de la SAS précipitée NM-201 peut s’expliquer par sa surface spécifique moins 

importante comparée à celles des autres SAS (140 vs ≈ 200 g / cm²) (Tableau 1). En effet, la toxicité 

des nanomatériaux est souvent attribuée à leur grande surface spécifique qui multiplie les échanges 

réactionnels potentiels avec leur environnement biologique (Krug and Wick, 2011). D’autre part, les 

résultats de transformation suggèrent que les SAS peuvent agir in vitro comme des agents promoteurs 

de tumeurs car elles entrainent une transformation des cellules en foyers uniquement dans les 

conditions de promotion (Fontana et al., 2017). Notons qu’une étude sur les cellules BALB/c 3T3 a 

montré qu’un traitement unique pendant 72h avec les SAS précipitées NM-200 et pyrogénée NM-203, 

n’induit pas de transformation (Uboldi et al., 2012). Les cellules BALB/c 3T3 n’étant pas dans une 

configuration de cellules « initiées » comme le sont les cellules Bhas 42, ces résultats sont plutôt en 

accord avec l’étude de (Fontana et al., 2017). 

Enfin, en considérant l’intensité de la réponse, c’est-à-dire le nombre de foyers de transformation, et la 

première dose transformante significative, la SAS pyrogénée NM-203 s’est révélée la plus active des 

quatre nano-silice testées à la fois dans le test de transformation à un seul et à trois traitements. Ceci 

est en accord avec les résultats obtenus par Di Cristo et al, 2015 qui ont mis en évidence que les effets 

biologiques observés (stress oxydant, réponse inflammatoire) suite à un traitement des cellules MH-S 

et RAW264.7 sont systématiquement plus importants lorsque les cellules sont traitées avec la SAS 

pyrogénée NM-203 qu’avec la SAS précipitée NM-200, à dosimétrie comparable (Di Cristo et al., 2016). 

Reuzel et al. a également mis en évidence que la SAS pyrogénée NM-203 induit les réponses les plus 

prononcées telles qu’une accumulation de neutrophiles et de macrophages alvéolaires plus importante 

après exposition in vivo de rats par inhalation à 30 mg de la SAS pyrogénée NM-203 et pendant la 

période post-exposition en comparaison avec la SAS précipitée Sipernat 22S (Reuzel et al., 1991). 
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C’est donc la SAS pyrogénée NM-203 qui a été retenue comme modèle de SAS dans notre étude 

transcriptomique, afin d’approfondir les effets conduisant à la transformation cellulaire induite par les 

SAS.  

3. Pénétration cellulaire de la SAS pyrogénée NM-203 

Puisque la capacité des SAS à pénétrer dans les cellules pourrait jouer un rôle important dans leur 

propriété transformante, nous avons étudié ce paramètre en utilisant la SAS pyrogénée NM-203. Nous 

avons observé des agrégats de la SAS pyrogénée NM-203 dans le cytoplasme des cellules Bhas 42. 

En revanche, aucune pénétration à l’intérieur du noyau ou d’autres organites n’a été observée. Ces 

résultats sont en accord avec ceux de (Gazzano et al., 2012) qui ont mis en évidence la capacité de 

nanoparticules pyrogénées (A-50 et A300) et précipitées (FK320) à pénétrer dans les cellules MH-S ou 

ceux de (Gehrke et al., 2013) dans des cellules HT29 après exposition des cellules avec la SAS 

pyrogénée NM-203. La pénétration des particules dans le cytoplasme a également été observée avec 

des cellules souches mésenchymateuses humaines traitées avec une SAS colloïdale (Yang et al., 

2017). Enfin, des SAS colloïdales sont capables de pénétrer des cellules Caco-2 (Tarantini et al., 

2015b), A549 (Mu et al., 2012) et des cellules de la lignée immortelle dérivée du cancer du col utérin 

(cellules HeLa) (Messerschmidt et al., 2016). D’après les résultats issus de la littérature et en accord 

avec les résultats obtenus dans notre étude, il semble que les nanoparticules de silice amorphes ne 

pénètrent pas à l’intérieur du noyau. En conséquence, il n’existe pas aujourd’hui de preuves montrant 

des SAS interagissant directement avec l’ADN. Ainsi nous ne sommes pas en mesure de proposer un 

lien entre la localisation des SAS dans les cellules Bhas 42 et leur pouvoir transformant. 

Il serait alors intéressant d’étudier la capacité des deux particules non transformantes, la DE et de la 

SAS précipitée NM-201, à pénétrer à l’intérieur des cellules Bhas 42.  

4. Signatures moléculaires induites et voies de signalisation 
modifiées par la SAS pyrogénée NM-203 

Parmi les signatures identifiées à l’aide de GSEA, l’exposition des cellules Bhas 42 à la SAS pyrogénée 

NM-203 est liée au cycle cellulaire. Elle induit un enrichissement significatif des signatures impliquées 

dans la phase S et dans la phase M du cycle cellulaire (Tableau 12, Tableau annexe 1 et Tableau A.1 

supplémentaire). Concernant la signature « FURUKAWA_DUSP6_TARGETS_PCI35_DN », 

(Furukawa et al., 2006) ont mis en évidence une sous-expression de gènes impliqués dans la 

prolifération cellulaire suite à une sur-expression de dual specificity phosphatase 6 (DUSP6), un 

inhibiteur spécifique de MAPK1 / ERK2, dans des cellules pancréatiques cancéreuses. De plus, la 

sur- expression de DUSP6 induit une sous-expression du gène AURKA, gène codant pour la kinase 

Aurora-A, jouant un rôle clé dans la division cellulaire, et de ses gènes apparentés aurora kinase B 

(AURKB), TPX2 Microtubule Nucleation Factor (TPX2) et centromere protein A (CENPA). De plus, il est 

connu que AUNIP, protéine codée par un des 21 gènes communs mis en évidence dans cette étude, 

interagit avec AURKA au niveau des centrosomes et du fuseau mitotique durant le cycle cellulaire (Lieu 

et al., 2010).  
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Par ailleurs, l’enrichissement des signatures, « MARKEY_RB1_ACUTE_LOF_UP», 

«ZHANG_TLX_TARGETS_36HR_DN», «HORIUCHI_WTAP_TARGETS_DN» est lié avec le cycle 

cellulaire puisque la sous-expression des gènes RB1, un régulateur clé de l'entrée en division cellulaire 

agissant comme un suppresseur de tumeur (Dyson, 2016), Nuclear Receptor Subfamily 2 Group E 

Member 1 (TLX), un récepteur nucléaire agissant comme un facteur de transcription essentiel pour le 

développement neuronal et la neurogenèse adulte par ses actions dans la régulation de la prolifération 

(Sun et al., 2017) et Wilms Tumor 1-Associating Protein (WTAP), impliqué dans la régulation de la 

transition du cycle cellulaire G2 / M en se liant à la CYCLINE A (Horiuchi et al., 2006), conduit à une 

modulation de l’expression de gènes impliqués dans ce processus.  

Concernant la signature « FUJII_YBX1_TARGETS_DN », les auteurs ont mis en évidence une sous-

expression de gènes impliqués dans le cycle cellulaire via une sous-expression de Y-box binding protein 

1 (YBX1) dans des cellules du cancer du sein (Fujii et al., 2008). De façon contradictoire, dans la 

signature « BASAKI_YBX1_TARGETS_UP », la sous-expression de YBX1 conduit à une 

sur- expression de gènes impliqués dans le cycle cellulaire, dans la croissance cellulaire et dans 

l’organisation du cytosquelette dans des cellules du cancer de l’ovaire (Basaki et al., 2007). YBX1 

semble avoir un rôle différent selon le type cellulaire. Cependant en entrant la liste des gènes communs 

à la signature « BASAKI_YBX1_TARGETS_UP » dans l’outil funcassociate, nous avons constaté que 

ces gènes étaient également impliqués dans la prolifération cellulaire. 

Par ailleurs, l'exposition à la SAS pryrogénée NM-203 est liée à la signature 

« BHATI_G2M_ARREST_BY_2METHOXYESTRADIOL_UP », une signature liée à l'arrêt G2 / M par le 

méthoxyestradiol, un médicament anti-cancéreux. Les auteurs ont mis en évidence un arrêt du cycle 

cellulaire par la régulation des gènes impliqués dans le point de contrôle de l'assemblage du fuseau 

mitotique (Bhati et al., 2007). Cette observation parait être en contradiction avec la prolifération 

anarchique des cellules Bhas 42 lorsqu’elles sont exposées à la SAS pyrogénée NM-203. De plus, 

concernant la signature « GOBERT_OLIGODENDROCYTE_DIFFERENTIATION_UP », les auteurs 

ont mis en évidence une induction de la différenciation des oligodendrocytes. Pourtant en réalisant une 

analyse fonctionnelle sur la liste des gènes communs à ces signatures, nous constatons que ces gènes 

sont impliqués dans la prolifération cellulaire. 

Par ailleurs, l’analyse GSEA a révélé un enrichissement de 12 signatures communes à la SAS 

pyrogénée NM-203, à la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et au TPA, liées au cycle cellulaire et à la 

progression tumorale (Figure 29B et Tableau A.1 supplémentaire). Parmi ces signatures communes, 

nous pouvions retrouver les signatures « DUTERTRE_ESTRADIOL_RESPONSE_6HR_UP », 

« FISCHER_G1_S_CELL_CYCLE», 

« CHEMNITZ_RESPONSE_TO_PROSTAGLANDIN_E2_UP»,  BHATI_G2M_ARREST_BY_2METHO

XYESTRADIOL_UP», « GOBERT_OLIGODENDROCYTE_DIFFERENTIATION_UP», 

« FUJII_YBX1_TARGETS_DN», « BASAKI_YBX1_TARGETS_UP», 

« FURUKAWA_DUSP6_TARGETS_PCI35_DN». En plus de ces 8 signatures communes, nous avons 

mis l’accent sur la présence de signatures impliquées dans des stades précoces d’un cancer de 

l’estomac (Vechhi_Gastric_Cancer_Early_Up) (Vecchi et al., 2007) ou dans des stades tardifs d’un 

cancer de la vessie (Lindgren_Bladder_Cancer_Cluster_3_Up) (Lindgren et al., 2006). Quel que soit le 
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stade de développement du cancer, les signatures sont impliquées dans la prolifération cellulaire. De 

plus, ces signatures ont également été liées à une signature de sarcomes présentant une instabilité 

génomique (Ferreira_Ewings_Sarcoma_Unstable_Vs_Stable_Up). Dans cette signature, les gènes 

sur- exprimés sont impliqués dans la séparation des chromosomes au cours de la division cellulaire, 

dans la réparation de l’ADN et dans le contrôle du cycle cellulaire (Ferreira et al., 2008). 

Enfin, concernant la signature « ODONNELL_TFRC_TARGETS_DN », les auteurs ont mis en évidence 

une diminution de l’expression de gènes impliqués dans la prolifération cellulaire et un arrêt des cellules 

en G1 suite à l’inhibition de l’expression du gène TFRC1 (O’Donnell et al., 2006). Dans cette étude, les 

auteurs ont démontré que l'expression de TFRC1 est activée par c-MYC.   

Par ailleurs, nous avons montré que la SAS pyrogénée NM-203 entraîne une modification de la voie de 

signalisation « Estrogen-mediated S-phase Entry » impliquée dans l’entrée des cellules en phase S du 

cycle cellulaire en induisant, entre autres, une sur-expression du gène c-MYC. Ceci est en accord avec 

les données de la littérature qui montrent que les œstrogènes régulent l'expression de c-MYC et peuvent 

de ce fait avoir un rôle dans la modulation de voies de signalisation impliquées dans la progression du 

cycle cellulaire (Doisneau-Sixou et al., 2003). Parmi les oncogènes responsables de la transformation 

cellulaire, la sur-expression du gène c-MYC a été largement observée dans différents types de cancer 

(20% des cancers humains) et a été associée à une agressivité et à un mauvais pronostic (Pelengaris 

et al., 2002). Par ailleurs, il est reconnu que l'oncogène c-MYC est impliqué dans la transformation 

cellulaire (Flores et al., 2004; Parfett et al., 2000). Dans notre étude, l’expression de la CCNA a 

également été augmentée en présence de la SAS pyrogénée NM-203. La protéine codée par ce gène 

appartient à la famille des cyclines hautement conservées, dont les membres jouent le rôle de 

régulateurs du cycle cellulaire. Il est connu que cette protéine favorise la transition entre G1/S et G2/M 

(Loukil et al., 2015). Enfin, la SAS pyrogénée NM-203 a également induit une sur-expression de E2F. 

Les facteurs de transcription E2F jouent un rôle essentiel dans la régulation de la progression du cycle 

cellulaire (Liu et al., 2018b). De plus, E2F est un composant essentiel à l’activation de la transcription 

du gène codant la CYCLINE A (Sylvester et al., 1998). E2F figure d’ailleurs parmi les tops up-stream 

regulator de la SAS pyrogénée NM-203. Il pourrait être envisagé d’inhiber l’expression de ce gène via 

la méthode CRISPR/Cas9, afin de vérifier si une telle opération peut empêcher la transformation des 

cellules Bhas 42 induite par la SAS pyrogénée NM-203.  

La SAS pyrogénée NM-203 entraîne la modification de voies de signalisation impliquées dans la 

réplication de l’ADN telle que la voie « Cell cycle control of chromosomal DNA replication ». En 

s’intéressant aux gènes impliqués dans cette voie, nous constatons que la SAS pyrogénée NM-203 

entraine une sur-expression des gènes ORC1, CDC6, MCM3 MCM5, MCM7, MCM8, CDC45 et du gène 

codant l’ADN polymérase impliqués dans l’initiation de la réplication de l’ADN. En effet, le complexe de 

reconnaissance d'origine (ORC) est un complexe protéique essentiel à l'initiation de la réplication de 

l'ADN dans des cellules eucaryotes.  ORC se lie spécifiquement aux origines de réplication et sert de 

support à l'assemblage des facteurs d'initiation supplémentaires tels que les protéines CDC6 et MCM. 

CDC6 est ensuite libéré et remplacé par CDC45 qui va se lier à l’ADN polymérase afin d’initier la 

synthèse du brin d’ADN (DePamphilis, 2003).  
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De plus, la SAS pyrogénée NM-203 entraîne une modification des voies « dTMP de novo biosynthesis » 

et « Superpathway of serine and glycine biosynthesis » deux voies ayant un rôle dans la réplication de 

l’ADN. La voie « dTMP de novo biosynthesis » joue un rôle essentiel dans la synthèse de l'ADN et la 

division cellulaire (Chon et al., 2017) et la voie « Superpathway of serine and glycine biosynthesis » est 

une voie impliquée dans la synthèse de la sérine et de la glycine, des précurseurs essentiels de la 

synthèse des protéines, des acides nucléiques et des lipides essentiels à la croissance des cellules 

cancéreuses (Amelio et al., 2014). De plus, il a été mis en évidence que cette voie métabolique joue un 

rôle dans la prolifération cellulaire et que l'hyper activation de cette voie est à l'origine de la tumorigenèse 

(Antonov et al., 2014). La SAS pyrogénée NM-203 induit ainsi une modification de voies de signalisation 

impliquées dans la réplicaion de l’ADN. De plus, elle entraîne une modification de voies de signalisation 

impliquées dans la division cellulaire telles que les voies « Aryl Hydrocarbon Receptor Signaling » et 

« Mitotic role of polo like kinase ». Le rôle du récepteur hydrocarbure d’aryle en tant que promoteur du 

cancer a été démontré dans des modèles murins sur-exprimant une forme constitutivement active du 

récepteur (Larigot et al., 2018). (Larigot et al., 2018) ont suggéré que ce récepteur favorise la 

prolifération cellulaire et ont montré que l’activation du récepteur peut entrainer l’activation du proto-

oncogène c-MYC. Par ailleurs, le processus du cycle cellulaire est régulé par un certain nombre de 

protéines kinases dont les PLK (Lee et al., 2014). Dans notre cas, plusieurs gènes sont sur-exprimés 

dont PLK1. La famille des kinases de type polo comprend 5 membres (PLK1-PLK5) et est impliquée 

dans de multiples fonctions de la division cellulaire. Ils régulent divers aspects tels que l'entrée en 

mitose, l'assemblage du fuseau, l'entrée en anaphase et la cytokinèse en phase mitotique. Il a été 

rapporté que les PLK sont liés au développement de tumeurs et sur-exprimés dans de nombreux types 

de cellules tumorales (Lee et al., 2014; Reagan-Shaw and Ahmad, 2005). Ce gène semble être un gène 

clé de la transformation induite par la SAS pyrogénée NM-203. Cet effet moléculaire est également 

retrouvé avec la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et le TPA. 

L’analyse IPA a permis d’identifier des réseaux de gènes différentiellement exprimés, impliqués dans le 

cycle cellulaire, la prolifération, la réplication de l’ADN, la réparation de l’ADN, la recombinaison, 

l’adhésion cellulaire et la progression tumorale. De façon intéressante, le gène ERK1/2 est un élément 

important des réseaux de gènes. La protéine ERK1/2 est une protéine impliquée dans la voie des 

MAPK, impliquées dans une grande variété de processus cellulaires tels que la prolifération. L'activation 

de cette kinase nécessite sa phosphorylation par des kinases en amont (Yao and Seger, 2009). De 

plus, des études ont déjà mis en évidence la capacité du TPA à induire une phosphorylation de ERK1/2  

dans différentes lignées cellulaires (Refsnes et al., 2014; Wen-Sheng and Jun-Ming, 2005). Il nous 

parait intéressant pour la suite des travaux d’étudier plus précisément l’effet de la SAS pyrogénée NM-

203, de la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et du TPA sur le taux de phosphorylation de la protéine ERK via 

l’utilisation d’un anticorps spécifiquement dirigé contre sa forme phosphorylée. De plus, il a été montré 

que les membres de la famille des PRL2C, gènes communément sur-exprimés dans notre étude, induit 

une phosphorylation de ERK dans une lignée cellulaire cancéreuse de l’ovaire (Karthikeyan et al., 2018). 

Nous pourrions vérifier si l’inactivation de cette voie conduit à une diminution du nombre de foyers 

transformés.  
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Par ailleurs, la distribution des cellules Bhas 42 dans les différentes phases du cycle cellulaire par 

cytométrie en flux a été étudiée (Seidel et al., 2017). Il avait été mis évidence qu’un traitement des 

cellules Bhas 42 avec la SAS pyrogénée NM-203 entraine une augmentation de la population cellulaire 

en phases S et G2/M et une diminution en phase G0/G1 (Seidel et al., 2017). Ces résultats sont en 

accord avec ceux obtenus par Guo et al, en 2017 qui montrent une modification de voies de signalisation 

impliquées dans la prolifération et le cycle cellulaire après traitement des cellules BEAS-2B avec des 

SAS colloïdales dans un essai de transformation cellulaire (Guo et al., 2017). De plus, l’analyse des 

voies de signalisation montre qu’un traitement des cellules A549 avec la silice cristalline  Min- U- Sil 5Ò  

durant 24h entraine la modification de voies de signalisation impliquées dans la prolifération cellulaire 

(Vuong et al., 2017). Enfin, d’autres études transcriptomiques montrent que des agents promoteurs, 

dont le TPA, induisent la modulation de groupes de gènes impliqués dans le cycle cellulaire dans la 

lignée BALB/c 3T3 exposée pendant 48h (Maeshima et al., 2009, 2010).  

L’analyse IPA a également révélé une modulation des voies de signalisation liées à la réparation de 

l’ADN telles que les voies « Role of BRCA1 in DNA Damage Response », « DNA Double-Strand Break 

Repair by Homologous Recombinaition » et « BER pathway ». Parmi ces voies de signalisation 

activées, les gènes RAD51AP1 et BARD1 sont sur-exprimés (p-value < 0,005 et FC < 4). RAD51AP1 

(un des 21 gènes communs) joue un rôle essentiel dans la recombinaison homologue lors de la 

réparation des lésions doubles brins de l'ADN (Gachechiladze et al., 2017) et BARD1 (BRCA1 

Associated RING Domain 1) code pour une protéine capable d’interagir avec la région N-terminale de 

BRCA1 (Breast cancer 1) afin de former un hétérodimère BRCA1-BARD1 impliqué dans la réparation 

de l’ADN (Wu-Baer et al., 2003). D’après la littérature, ces gènes ne sont pas les seuls impliqués dans 

la réparation de l’ADN. En effet, en plus du rôle connu de RAD51AP1, parmi les 21 gènes communs : 

AUNIP, LUM, MCM10, POSTN, CACNA1G, CMBL et ENPP2 sont également associés à ce mécanisme 

(Dziegielewska et al., 2014; Khurana et al., 2016; Li and Xu, 2019; Li et al., 2016b; Lou et al., 2017; 

Yang et al., 2010; Zheng et al., 2017). 

Puisqu’il existe une modification de voies de signalisation liées à la réparation de l’ADN après traitement 

des cellules Bhas 42 avec la SAS pyrogénée NM-203, nous nous sommes intéressés à la modification 

de l’expression du gène RAD51AP1. Une augmentation de l'expression de RAD51AP1 a été observée 

dans les cellules RAW 264, 7 traitées avec des SAS (10 ou 300 nm) (McDermott et al., 2011). Nous 

avons alors supposé que ce gène pourrait également être considéré comme un biomarqueur du 

potentiel transformant des SAS de notre modèle. Un traitement des cellules Bhas 42 avec NM-200, et 

NM-202 et NM-203 a augmenté l’expression de RAD51AP1 (Figure 36). En revanche, NM-201 n’a eu 

aucun effet sur le niveau d’expression de ce gène. Ces résultats confirment l’implication du gène 

RAD51AP1 dans l’effet transformant des SAS. 
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Figure 36 : Expression du gène RAD51AP1 des Bhas 42 après traitement par NM-200, NM-201 et NM-202.  
Expression relative de RAD51AP1 après 48h de traitement des cellules Bhas 42 avec la SAS précipitée NM-200 
(20 µg/cm²), la SAS précipitée NM-201 (20 µg/cm²), la SAS pyrogénée NM-202 (20 µg/cm²) et la SAS pyrogénée 
NM-203 (5 µg/cm²). La quantité d’ARNm a été normalisée par rapport aux gènes de ménage puis rapportée au 
témoin H2O. Les résultats sont exprimés en moyenne ± l’écart type de quatre expériences indépendantes. ** 
indique p-value <0,01, *** p-value <0,005 par rapport aux cellules témoins suite une ANOVA a un facteur suivie 
d'un test de comparaisons multiples de Dunnett. 

Ce constat suggère des propriétés génotoxiques de la SAS pyrogénée NM-203, qui pourraient induire 

des dommages à l’ADN et par là-même activer des systèmes de réparation. Or, en l’absence de 

système efficace de réparation, les altérations de l’ADN peuvent conduire à des mutations de l’ADN qui 

elles-mêmes induisent l’activation de proto-oncogènes et/ou l’inactivation de gènes suppresseurs de 

tumeurs (Pelengaris et al., 2002) ; ces derniers éléments pourraient expliquer, en partie tout au moins, 

la transformation des cellules Bhas 42 induite par la SAS pyrogénée NM-203. Ces résultats vont dans 

le même sens que ceux de Guo et al, qui ont mis en évidence qu’un traitement des cellules BEAS-2B 

avec des SAS peut entrainer une modification des voies de signalisation impliquées dans la réparation 

de l’ADN telles que la voie BER (Guo et al., 2017).  

Dans le cas des cellules Bhas 42, aucune donnée n’a été publiée concernant les effets génotoxiques 

induits par les SAS. Il serait alors intéressant de poursuivre les travaux sur la compréhension du modèle 

Bhas 42 et sa réponse aux traitements par les SAS. Nous pourrions alors envisager de réaliser des 

tests de génotoxicité tels que le test des micronoyaux, le test des comètes ou encore le test γH2AX à 

différents temps de traitement et avec différentes doses de nanoparticules.  

D’autre part, les résultats de cette étude mettent en évidence une diminution de l’expression des gènes 

impliqués dans l’adhésion cellulaire lors de la transformation des cellules Bhas 42 induite par la SAS 

pyrogénée NM-203, et également la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò  et le TPA. Parmi eux, les gènes 

POSTN, LUM, LGLAS7, TIMP4, SEMA3G et SPARCL1 ont été retenus dans la liste des 12 gènes 

constituant la signature des effets transformants des SAS. Ils codent des protéoglycanes, des 

glycoprotéines, des protéines impliquées dans les interactions entre cellules et/ou cellules-matrice 

extracellulaire, dans l’assemblage, l’organisation et le renforcement des fibrilles de collagène et dans le 

remodelage de la matrice extracellulaire. De plus, l’analyse IPA met en évidence une modification de la 

voie « Inhibition of matrix metalloprotease », une voie de signalisation liée à la migration cellulaire après 

traitement des cellules Bhas 42 avec la SAS pyrogénée NM-203. La migration est accompagnée par 

une sous-expression du gène TIMP4. TIMP4 qui est un inhibiteur des métalloprotéinases matricielles 
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(MMP), un groupe de peptidases impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire (Brew et 

al., 2000). La sous-expression de TIMP4 aurait pu conduire à une augmentation de l’activité des MMP 

au niveau protéique. Or, dans notre cas, c’est une sous-expression des MMP2 et MMP9 qui a été 

constatée. Nous pourrions étudier l’activité de ces protéines MMP par zimographie, une méthode 

utilisant leur propriété enzymatique.  

De plus, l’analyse IPA a mis en évidence une modification de la voie « Hepatic fibrosis/ hepatic stellate 

cell activation », une voie également impliquée dans la migration cellulaire (Hou and Syn, 2018; Marcher 

et al., 2019). Afin d’étudier la capacité des cellules Bhas 42 à migrer, nous pourrions réaliser un test de 

blessure ou un test de boyden. Par ailleurs, l’analyse Panther a révélé une modification de la voie 

« Integrin signaling pathway » avec une sous expression des gènes COL5A3, COL27A1 et ITGBL1, 

des gènes impliqués dans l’adhésion cellulaire (Berg et al., 1999; Theocharis et al., 2016). Dans un 

autre modèle cellulaire, (Pisani et al., 2015) n’ont pas mis en évidence de modification des voies de 

signalisation impliquées dans l’adhésion ou la migration cellulaire après traitement de cellules A549 

avec la SAS pyrogénée NM-203. En revanche, (Guo et al., 2017) ont rapporté une modification des 

voies de signalisation impliquées dans l’adhésion cellulaire des BEAS-2B traitées avec des SAS 

colloïdales. L’activation des voies de signalisation impliquées dans l’adhésion cellulaire induite par les 

SAS pourrait dépendre du type cellulaire étudié. 

L’utilisation de l’instrument xCELLigence RTCA DP pourrait être pertinente pour une analyse en temps 

réel de l’adhésion des cellules Bhas 42 à leur support. 

L’analyse GSEA montre également avec la SAS pyrogénée NM-203 un enrichissement de la signature 

« CHEMNITZ_RESPONSE_TO_PROSTAGLANDIN_E2_UP » liée à l’inflammation. La prostaglandine 

E2  est un inhibiteur connu de l’activation des lymphocytes T CD4+. (Chemnitz et al., 2006), ont montré 

qu’un traitement de lymphocytes T CD4+ avec de la prostaglandine conduit à une sur-expression de 

gènes impliqués dans l’inhibition de la prolifération cellulaire et à une inactivation des cellules T CD4+. 

Cependant, cette signature montre également une sur-expression du gène AURKA et des gènes codant 

des CYCLINES telles que la CYCLINE B. Or, dans le cas des lymphocytes T CD4+, cette sur-expression 

n’induit pas de prolifération cellulaire. En ce qui concerne les cellules Bhas 42 traitées avec la SAS 

pyrogénée NM-203, cette signature est plutôt en faveur d’une augmentation de la prolifération cellulaire.  

Par ailleurs, l’analyse IPA montre que la SAS pyrogénée NM-203 module la biosynthèse des 

prostanoïdes dont les prostaglandines font partie. Les prostaglandines possèdent des effets 

modulateurs sur différentes cellules du système immunitaire engendrant ainsi une inflammation (Akaogi 

et al., 2006; Park et al., 2006). Dans notre étude, seule l’expression des enzymes de synthèse des 

prostaglandines est augmentée. En revanche, celle des gènes codant les prostaglandines, à 

proprement dit, n’est pas modifiée. L’analyse des modifications d’expression au niveau protéique 

pourrait être envisagée. 

L’analyse Panther met en évidence l’activation de la voie « Inflammation mediated by chemokine and 

cytokine signaling pathway » avec une sur-expression des gènes CXCL10 et PTGS2. Enfin, le gène 

IL1RL1, l’un des 21 gènes communs, est sur-exprimé dans les cellules Bhas 42. La protéine codée par 

ce gène est un membre de la famille des récepteurs de l'interleukine 1 et son seul ligand connu est 

IL- 33. La signalisation IL-33/IL1RL1 participe à la réaction inflammatoire. Suite à la liaison à son 



 

102 

 

récepteur, IL-33 active les voies de signalisation MAPK et NFKB et induit ainsi la prolifération et 

l’activation des cellules immunitaires (Griesenauer and Paczesny, 2017; Meisel et al., 2001; Queiroz et 

al., 2017). Ainsi, la sur-expression de IL1RL1 pourrait conduire à une réponse inflammatoire dans les 

cellules Bhas 42. Pisani et al., ont mis en évidence la modulation de l’expression des médiateurs 

inflammatoires ( IL-6 , IL-8 et TNF-α ) et des chimiokines ( CCL5 et CCL20 ) ainsi qu’une modification 

des voies de signalisation liées à des processus inflammatoires après traitement des cellules A549 avec 

la SAS pyrogénée NM-203 durant 24h (Pisani et al., 2015). De même, une exposition des cellules A549 

à une silice pyrogénée induit une réponse pro-inflammatoire via l’augmentation du taux de l’interleukine 

8 (IL-8) (Panas et al., 2014). Di Cristo et al ont également mis en évidence une augmentation du taux 

d’IL-6, d’IL-1β et du TNF-α suite à une exposition des cellules MH-S et Raw 264.7 à la SAS précipitée 

NM-200 et à la SAS pyrogénée NM-203 (Di Cristo et al., 2016). Dans les conditions d’analyse choisies 

dans cette étude, p-value < 0,05 et FC > 2, l’expression des gènes codant ces protéines n’a pas été 

modifiée par la SAS pyrogénée NM-203. La recherche d’effet inflammatoire dans les cellules Bhas 42 

méritent d’être approfondie, en particulier une mesure des taux de 

protéines IL- 6, IL- 8 et TNF- α, CCL5 et CCL20. L’étude du taux de phosphorylation de NFKB par 

western blot via l’utilisation d’un anticorps spécifique des groupements phosphorylés de NFKB pourrait 

également être envisagée. 

Pour finir, ce mécanisme d’action n’est pas spécifique à la SAS pyrogénée NM-203. En effet, la silice 

cristalline Min-U-Sil 5Ò et le TPA entrainent également une modification de ces voies de signalisation. 

5. c-MYC et mécanismes épigénétiques 

Dans une précédente étude menée à l’INRS, nous avons montré que la SAS pyrogénée NM-203 induit 

des modifications épigénétiques sur le promoteur du gènes c-MYC. Il est maintenant bien établi que 

des  modifications épigénétiques peuvent survenir au cours de la cancérogenèse (Deltour et al., 2005). 

Ces modifications épigénétiques induites par la SAS pyrogénées NM-203 pourraient expliquer en partie 

la transformation des cellules Bhas 42 observée. En effet, il a été montré qu’au cours des étapes 

d'initiation et de progression du cancer une hypométhylation globale de l’ADN peut entrainer une 

instabilité chromosomique due à la réactivation d’éléments mobiles et la perte d’inhibition de la 

transcription des séquences répétées. Dans notre modèle cellulaire, les traitements avec la SAS 

pyrogénée NM-203 à la concentration testée (5 µg/cm2) ne modifient pas le taux de méthylation globale 

de l’ADN contrairement à ce qui a été montré avec une nanoparticule de silice (15 nm) qui induit une 

hypométhylation globale de l’ADN avec une diminution de l’expression de DNMT1 et DNMT3a des 

cellules de la lignée cellulaire de kératinocytes humains (cellules HaCaT) (Gong et al., 2010). Or, 

l’augmentation de l’expression des DNMT est associée à une hyperméthylation de séquences 

spécifiques, notamment au niveau des promoteurs de gènes suppresseurs de tumeurs, comme il a été 

montré précédemment par différentes équipes (Deltour et al., 2005; Romani et al., 2015). Par exemple, 

l’augmentation de l’expression de DNMT1 est associée à une hyperméthylation du promoteur du gène 

codant pour p16, impliqué dans la régulation du cycle cellulaire, et par conséquent sa répression 

transcriptionnelle (Soberanes et al., 2012). Dans cette étude, avec une p-value < 0,05 et FC > 2, la SAS 

pyrogénée NM- 203 augmente l’expression de DNMT1 et la sous expression de DNMT3a. Cependant, 
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après 48h de traitement des cellules Bhas 42, la SAS pyrogénée NM-203 n’induit pas de modification 

du taux protéique de DNMT1, 3a et 3b, ce qui est également en accord avec l’absence 

d’hypométhylation globale que nous avions observée (Seidel et al., 2017). Par ailleurs, l’acétylation des 

histones, impliquée dans la régulation de l’expression génique, est altérée dans différents types de 

cancers et est la conséquence de la modulation de l’expression des HDAC (Halkidou et al., 2004; 

Sharma et al., 2010; Song et al., 2005). Notre étude montre que le traitement des cellules Bhas 42 avec 

la SAS pyrogénée NM-203 augmente l’expression du gène HAT1 mais n’induit pas de modifications de 

l’expression des HDAC par rapport au témoin quels que soient la p-value ou le FC. En accord avec ces 

résultats, la SAS pyrogénée NM-203 n’a également pas induit de modifications du taux protéique des 

HDAC ni de modification de l’acétylation des histones H3 et H4 (Seidel et al., 2017). Globalement, la 

modification des mécanismes épigénétiques ne semble pas mise en jeux dans la transformation des 

cellules Bhas 42 induite par la SAS pyrogénée NM-203. Cependant, Seidel et al, ont mis en évidence 

qu’un traitement à court terme des cellules Bhas 42 avec la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò diminue la 

méthylation globale de l'ADN et augmente l'expression des deux DNMT de novo, DNMT3a et DNMT3b. 

De plus, la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò modifie le statut d'acétylation global de l'histone H4 et du taux 

de protéines HDAC. Enfin, l'oncogène c-MYC est impliqué dans la transformation cellulaire (Flores et 

al., 2004; Parfett et al., 2000). Il pourrait donc avoir un rôle important dans la transformation cellulaire 

induite par la SAS pyrogénée NM-203. (Seidel et al., 2017) ont mis en évidence une surexpression du 

gène c- MYC après traitement des cellules Bhas 42 avec la SAS pyrogénée NM-203 et la silice cristalline 

Min-U-Sil 5Ò, ce qui était en corrélation avec des modifications épigénétiques observées sur son 

promoteur (augmentation de l’acétylation et de la méthylation des histones). c-MYC est au cœur du 

réseau de gènes « Cycle, morphologie, assemblage et organisation cellulaire » surexprimés lors du 

traitement avec la SAS pyrogénée NM-203 (Figure 31). Expérimentalement, il a été montré que c-MYC 

peut induire, de façon indirecte, l’acétylation des histones H3 et H4 (Neri et al., 2012). Pourtant, (Seidel 

et al., 2017) n’ont pas observé d’augmentation significative de l’acétylation globale de ces histones dans 

les cellules Bhas 42 après traitement des cellules avec la SAS pyrogénée NM-203. Une surexpression 

de c-MYC a également été observée suite au traitement des cellules Bhas 42 avec la silice cristalline 

Min-U-Sil 5Ò. L’induction de la surexpression de c-MYC pourrait être un des mécanismes communs de 

la transformation cellulaire induite par les SAS et les silices cristallines. Le TPA, quant à lui, n’entraîne 

pas une surexpression de c-MYC. Ceci est en accord avec le fait qu’un traitement de la lignée cellulaire 

épithéliale de la vessie humaine ou des cellules BALB/c 3T3 avec le TPA, n’induit pas une surexpression 

du gène c-MYC (Ao et al., 2010; Skouv et al., 1986). Ces résultats suggèrent que la transformation des 

cellules Bhas 42 induite par le TPA ne passe pas par la modification de l’expression du proto-oncogène 

c-MYC. 

6. Effet dose de la SAS pyrogénée NM-203 

La SAS pyrogénée NM-203 à la dose de 2 µg/cm² module l’expression de gènes après 48h de traitement 

alors que cette dose n’est pas transformante en un seul traitement. Il est possible que cette variation de 

l'expression des gènes induite à 2 μg/cm² observée à 48h ne soit pas suffisante pour induire la 

transformation des cellules Bhas 42. L’effet dose observé est en accord avec les résultats de Pisani et 
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al., qui ont étudié l’effet dose de la SAS pyrogénée NM-203 avec les cellules A549. Ils ont réalisé une 

analyse transcriptomique dans des cellules exposées à différentes doses (0,1, 1,0, 1,5, 3,0 et 6,0 µg / 

cm2) pendant 24h et 72h. L'exposition a provoqué des modifications cellulaires et moléculaires 

importantes et ce, en fonction de la dose du traitement. A l’instar de nos résultats, la dose sans effet 

toxique observable (NOTEL) a été définie à 1,0 µg/cm² et la première dose entrainant les effets toxiques 

observables les plus faibles (LOTEL) a été déterminée à 1,5 µg/cm². De plus via une analyse IPA, Pisani 

et al., ont identifié les voies canoniques les plus pertinentes perturbées après une exposition de 24h et 

72h à toutes les doses de nanoparticules. La LOTEL a entrainé l’activation de voies de signalisation 

impliquées dans l’internalisation et l’externalisation de molécules. A 3,0 µg/cm², des voies impliquées 

dans l’inflammation ont été modifiées. Enfin, un stress oxydant a été observé à la dose la plus élevée 

(6,0 µg/cm²) (Pisani et al., 2015). 

7. Signature des 12 gènes communs 

En plus de leur rôle dans la prolifération (gènes sur-exprimés) ou l’adhésion cellulaire (gènes sous-

exprimés) décrits dans le Tableau 20, le choix des 12 gènes s’est également justifié par leur implication 

dans la progression tumorale : la sur-expression de IL1RL1 est effective dans des adénomes et des 

cellules tumorales d'un cancer du côlon humain (Cui et al., 2015; Fang et al., 2017; Liu et al., 2014). 

Cette augmentation de l’expression de IL1RL1 est également observée dans nos conditions de 

traitement. L'expression de la famille de gènes PRL2C est augmentée dans les cellules de cancer de 

l'ovaire dérivées de l'épithélium de la trompe de Fallope (Karthikeyan et al., 2018). Dans la présente 

étude, PRL2C1, PRL2C3 et PRL2C5 sont sur-exprimés après traitements des cellules Bhas 42 avec la 

SAS pyrogénée NM-203, la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et le TPA. Par ailleurs, les analyses 

transcriptomiques montrent une sur-expression de MCM10 suite aux différents traitements 

transformants. Ces résultats sont en accord avec les données de la littérature montrant que MCM10 est 

sur-exprimé dans les médulloblastomes, les carcinomes urothéliaux, le cancer de la prostate et le 

cancer du sein (Cui et al., 2018; Li et al., 2016a; Mahadevappa et al., 2018; Senfter et al., 2017). AUNIP 

qui est également sur-exprimé et commun à nos trois conditions transformantes est sur-exprimé dans 

diverses tumeurs cérébrales (Lieu et al., 2010). Il a été identifié récemment en tant que biomarqueur de 

tests de pronostic et diagnostic pour le carcinome épidermoïde oral (Yang et al., 2019).  

À l'inverse, les expressions de LUM, POSTN, SPARCL1, LGALS7 et TIMP4, impliqués dans l'adhésion 

cellulaire, sont faibles dans divers cancers. En effet, la sous-expression de LGALS7 observée suite au 

traitement des cellules Bhas 42 avec la SAS pyrogénée NM-203, la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et le 

TPA a été également observée dans les cancers du col de l'utérus, des cervicales et de l'estomac 

(Higareda-Almaraz et al., 2016; Kim et al., 2013; Ueda et al., 2004). Le niveau d’expression de LUM est 

diminué dans diverses lignées de cellules cancéreuses humaines (Brézillon et al., 2013; Hagedorn et 

al., 2005; Yoshioka et al., 2000), ce qui est en accord avec la sous-expression de LUM observée dans 

nos conditions; POSTN, sous-exprimé dans nos conditions, est sous-exprimé dans le cancer de la 

vessie et du poumon (Kim et al., 2005). Une faible expression de SPARCL1 est associée à la 

progression tumorale dans les cancers de l'estomac, du sein et de la prostate chez l'homme (Cao et al., 
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2013; Hurley et al., 2012; Li et al., 2012). De la même manière, la SAS pyrogénée NM-203, la silice 

cristalline Min-U-Sil 5Ò et TPA induisent tous une sous-expression de SPARCL1 dans les cellules Bhas 

42. Il en est de même pour TIMP4 dont l’expression diminue après traitement des cellules Bhas 42 avec 

différents agents transformants. Ce qui est en accord avec la faible expression de TIMP4 observée dans 

les tumeurs malignes de la gaine nerveuse périphérique associées à une neurofibromatose de type 1 

(Lévy et al., 2004). Enfin, la sur-expression de SEMA3G limite la progression des cellules de cancer du 

sein ou de mélanome, ou la migration et l’invasion de cellules de gliome (Kigel et al., 2008; Zhou et al., 

2012).  Fait intéressant, l'expression de SEMA3G a été diminuée dans nos conditions expérimentales 

et pourrait alors à l’inverse induire la progression, la migration et l’invasion des cellules.  

Des modifications concomitantes des taux d’ARNm et de protéines de plusieurs gènes, tels que la 

galectine 7, la périostine ou la proliférine ont été observées. Cependant, la concordance entre les 

niveaux d'ARNm et de protéines n'a pas été systématiquement trouvée. Il est possible que les protéines 

aient subi des modifications post-traductionnelles conduisant à une instabilité ou à une dégradation de 

la protéine. Par exemple, une modification traductionnelle par ajout de séquences peptidiques ou 

protéiques telles que des protéines ubiquitines sur une ou plusieurs lysines peut conduire à la 

dégradation de la protéine (Ikeda and Dikic, 2008). A l’aide d’un anticorps dirigé contre les ubiquitines, 

nous pourrions alors détecter le taux d’ubiquitination des protéines par Western blot ou nous pourrions 

également étudier l’activité du protéasome par dosage de l’aminoethylcoumaride par exemple, un 

substrat capable d’émettre une fluorescence lorsqu’il est clivé par le protéasome. Dans le cas de 

IL1RL1, le récepteur de l'IL-33, a été détecté dans toutes les conditions testées, avec de légères 

modifications du taux de protéines intracellulaires suite au traitement des cellules avec les différentes 

SAS, ce qui est en désaccord avec les modulations de l’expression des ARNm mesurées. Par ailleurs, 

un peptide d’IL1RL1, appelé récepteur leurre, peut être sécrété dans le but de séquestrer IL-33 et 

d’empêcher sa fixation sur son récepteur et donc entrainer une inactivation de la voie de signalisation 

(Hardman and Ogg, 2016; Lingel et al., 2009). La protéine intracellulaire MCM10, essentielle durant les 

phases d'initiation et d'élongation de la réplication chromosomique (Warren et al., 2009) a également 

été détectée, mais nous n'avons pas observé de changement significatif au niveau du taux protéique, 

quel que soit le traitement testé, comme le laissait prévoir l’augmentation de l’ARNm MCM10. Cette 

absence de changement au niveau du taux protéique de MCM10 pourrait être lié au choix du plan 

expérimental du test de transformation, car au début du traitement, les cellules Bhas 42 sont dans une 

phase de division jusqu’à l’analyse, maintenant un taux élevé de protéines MCM10 nécessaire à la 

synthèse de l'ADN (Warren et al., 2009). Au vu des résultats obtenus par l’analyse protéique, la mise 

en place d’un test de criblage pour l’évaluation des stades précoces de la transformation cellulaire 

induite par des agents chimiques basée sur la méthode de RT-qPCR semble être plus pertinente. 

La cinétique d’expression des 12 gènes montre une induction précoce des gènes IL1RL1B (3h), 

IL1RL1B (6h) et PRL2C1, PRL2C3, PRL2C5, IL1RL1B (12h). La quasi-totalité des gènes sont modulés 

après 24h de traitement, à l’exception de AUNIP et MCM10, pour lesquels l’augmentation de 

l’expression n’est observée qu’à partir de 48h d’exposition. AUNIP et MCM10 étant impliqués dans la 

réplication de l’ADN (Chattopadhyay and Bielinsky, 2007; Lieu et al., 2010), il était légitime de penser 

que la modulation de l’expression de ces gènes soit observée à des temps plus courts. En ce qui 
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concerne les gènes POSTN, TIMP4, LUM, LGALS7, SPARCL1 et SEMA3G, une diminution significative 

de l’expression de ces gènes est observable uniquement à partir de 24h d’exposition. Des résultats 

similaires ont été publiés par Parfett et al, qui ont montré une induction dès 16h après traitement avec 

le TPA des gènes de la famille des PRL2C dans la peau de souris. De même, Gerecke et al ont mis en 

évidence une sur-expression du gène IL1RL1 chez des souris dès 24h post-exposition au sulfure 

d'éthyle dichloré (gaz moutarde) (Gerecke et al., 2009; Parfett, 2005). Dans l’étude de (Parfett, 2005), 

le niveau d’expression des gènes PRL2C1, PRL2C3, PRL2C5 et IL1RL1B atteignait un pic à 24h 

d’exposition pour ensuite diminuer après 48h d’exposition. D’un point de vue pratique, un test de 

criblage sur 10 gènes (en retirant AUNIP et MCM10) pourrait être utilisé dès 24h post-traitement au lieu 

de 48h. 

Les résultats que nous avons obtenus avec ces 12 gènes ne correspondent pas toujours avec ceux de 

la littérature. En effet, une sur-expression de LGALS7 augmente la prolifération et la migration cellulaire 

dans le cancer du sein, des ovaires et des mélanomes malins (Biron-Pain et al., 2013; Demers et al., 

2010; Kim et al., 2013; Labrie et al., 2014). De même, une sur-expression du gène POSTN a été 

associée au cancer du poumon et à la formation de neuroblastomes (Sasaki et al., 2001, 2002). Ce qui 

signifie que selon le type de cancer, une sous-expression ou une sur-expression des gènes LGALS7 

ou de POSTN conduit aux mêmes effets cellulaires, à savoir une prolifération et migration cellulaires. 

Dans le cas des cellules Bhas 42, nous émettons l’hypothèse selon laquelle la sous-expression des 

gènes LGALS7 et POSTN conduit à une perte d’adhésion cellulaire. De plus, la modification de 

l’expression des 12 gènes communs peut être également associée à d’autres pathologies que le cancer. 

En effet, une sur-expression de IL1RL1 peut être observée dans différentes maladies telles que 

l’asthme, la dyspnée, la septicémie, l’infarctus du myocarde et le psoriasis (Ali et al., 2009; Benoit et al., 

2013; Brunner et al., 2004; Gudbjartsson et al., 2009; Inoue et al., 2017; Meephansan et al., 2013; 

Shimpo et al., 2004). Une sous-expression de LUM induit une fragilité de la peau ainsi qu’une opacité 

de la cornée (Chakravarti et al., 1998). Une sur-expression de POSTN est observée dans diverses 

maladies telles que l’asthme, l’arthrose, l’hypertrophie ventriculaire, la fibrose cardiaque et le 

disfonctionnement cardiaque (Chijimatsu et al., 2015; Katsuragi et al., 2004; Pohjolainen et al., 2012; 

Woodruff et al., 2007). Une sous-expression de SEMA3G est observée dans des tissus synoviaux de 

patients arthritiques (Tang et al., 2018). Une sous-expression de SPARCL1 semble être impliquée dans 

l’accélération de l’apparition des symptômes de la maladie d’Alzheimer et une sous expression de ce 

gène a été observée chez des patients atteints de schizophrénie (Kähler et al., 2008; Seddighi et al., 

2018). Enfin, une sous-expression de TIMP4 serait impliquée dans la diminution de l’obésité sûrement 

provoquée par une mauvaise absorption des lipides tandis qu’une sur-expression de ce gène aurait un 

rôle dans les processus inflammatoires de pathologies cardiovasculaires humaines telle que 

l’athérosclérose (Koskivirta et al., 2006; Sakamuri et al., 2017). 

En revanche, les résultats rapportés dans cette thèse sont en accord avec différentes études 

transcriptomiques qui ont utilisé la lignée cellulaire BALB/c 3T3 dans le contexte du test de 

transformation (Maeshima et al., 2009; Rohrbeck et al., 2010). De plus, LUM, MCM10, LGALS7 et 

IL1RL1 sont associés à la toxicité des SAS. Par exemple, IL1RL1 s'est révélé être impliqué dans 

l'activation de l'inflammasome induite par une silice cristalline dans les cellules BEAS-2B et dans les 
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cellules épithéliales bronchiques humaines primaires (Perkins et al., 2015). Une augmentation de 

l'expression de IL1RL1 a été observée dans les cellules RAW 264, 7 traitées avec des SAS (10 ou 300 

nm) (McDermott et al., 2011). Une sur-expression de LUM, LGALS7 et MCM10 a été montré dans la 

lignée de cellules épithéliales basales alvéolaires humaines adénocarcinomiques (cellules A549) 

traitées avec la SAS pyrogénée NM-203 (Pisani et al., 2015). De plus, des variations de l'expression 

des gènes liés au cycle cellulaire ou à l'adhésion cellulaire ont été découvertes suite au traitement de 

la lignée cellulaire épithéliale du poumon FE1 exposée à des SAS de 12, 15 et 20 nm (Decan et al., 

2016). En utilisant le modèle de transformation cellulaire BALB/c 3T3, (Rohrbeck et al., 2010) ont 

observé une augmentation de l’expression de IL1RL1 suite au traitement des cellules avec 4 agents 

chimiques dont le MCA, parmi les 41 gènes communs aux 4 agents testés. Par ailleurs, le traitement 

des cellules avec le MCA était associé à une diminution de l’expression de gènes impliqués dans 

l'adhésion à la matrice cellulaire, tels que POSTN et SPARCL1, associée à la croissance tumorale et 

aux métastases. Fait intéressant, l'augmentation des taux d'ARNm de PRL2C3, codant pour la 

proliférine, a été observée suite à un test de transformation  réalisé avec des cellules BALB/c 3T3 

(Maeshima et al., 2009, 2010) et avec des cellules C3H/10T1/2 (Parfett et al., 1996, 2000) traités avec 

divers produits chimiques, y compris des particules de silice amorphes (gel de silice de 5 µm) et le TPA. 

L'expression de la proliférine est considérée comme un biomarqueur prédictif de la transformation 

cellulaire (Maeshima et al., 2009, 2010). De façon intéressante, l’expression de ces gènes varie suite à 

un traitement avec différents produits chimiques.  

Dans notre étude, la signature des 12 gènes a été recherchée pour trois autres SAS précipitées 

NM- 200, NM-201 et pyrogénée NM-202 (Figure 33). Des modifications d’expression de chaque gène 

ont été retrouvées à l’exception de la SAS pyrogénée NM-201, comme le laissait présager l’absence 

d’effets transformants dans les conditions à un traitement. 

Au vu de ces résultats, nous pourrions tester la validité de notre test sur les cellules Bhas 42 avec 

d’autre SAS, mais également avec différents agents chimiques transformants.   

8. Avantages et limites de l’utilisation du test de transformation 
et du modele Bhas 42 

L’étude transcriptomique a permis d’obtenir les premières informations concernant les signatures 

moléculaires induites par la SAS pyrogénée NM-203. Une signature de 12 gènes communs peut être 

considérés comme des biomarqueurs potentiels de la transformation des cellules Bhas 42 induite par 

la SAS précipitée NM-200, les SAS pyrogénées NM-202 et NM-203, la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et 

le TPA. Le modèle Bhas 42 est un modèle pertinent pour étudier le potentiel transformant de divers 

agents chimiques. Mais comme tout modèle in vitro, il a ses limites. En effet, les tests in vitro permettent 

d’évaluer le danger des agents chimiques dans un contexte biologique qui ne prend pas en compte la 

complexité du fonctionnement de l’organisme, des diverses interactions entre les cellules et les organes. 

Il est donc difficile d’extrapoler les résultats de ces tests à l’Homme et de simuler entièrement les 

expositions in vivo. La crédibilité d'une étude in vitro est améliorée lorsque les mêmes effets sont aussi 

démontrés in vivo. Ainsi, il peut être intéressant de valider le modèle Bhas 42 en inoculant des foyers 
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transformés à des souris afin de vérifier la formation de tumeurs. (Sasaki et al., 2015) ont rapporté 

dans un article de revue que l’inoculation de foyers transformés induit par le TPA à des souris 

entraîne la formation de tumeurs, mais ces résultats n’ont pas été montrés. Par ailleurs, bien que 

les tests de transformation présentent une bonne corrélation avec les données des essais biologiques 

sur les rongeurs, les préoccupations concernant la nature subjective de l’utilisation de critères 

morphologiques pour identifier les cellules transformées et le manque de compréhension des bases 

mécanistiques des essais de transformation ont limité leur utilisation à des fins réglementaires (Creton 

et al., 2012). Si l’on veut parvenir à une adoption par les systèmes internationaux d’essais de sécurité 

réglementaires, il est nécessaire de poursuivre les recherches pour accroître l’objectivité de la notation 

et de la compréhension mécanistique. Notre étude permet en partie d’apporter les premières réponses 

à ces attentes. D’autre part, l’essai de transformation transférable à l’Homme serait celui qui utilise des 

cellules humaines. Cependant, des études montrent des différences de sensibilité des cellules 

humaines et des cellules de rongeurs à la transformation cellulaire induite par un oncogène ou un 

cancérogène (Rangarajan et al., 2004; Zhao et al., 2004). Par exemple, les cellules de rongeurs 

s'immortalisent plus facilement en raison de mutations spontanées dans des conditions de culture 

prolongées (De Silva and Reddel, 1993; Pang et al., 2008; Rangarajan and Weinberg, 2003). En effet, 

une culture prolongée de fibroblastes embryonnaires de souris aboutit à leur immortalisation spontanée 

alors qu’une culture prolongée des fibroblastes humains conduit plutôt à une quiescence cellulaire 

(Rangarajan and Weinberg, 2003). De plus, les cellules humaines diploïdes primaires acquièrent 

rarement une durée de vie infinie en culture. En outre, l'introduction d’une combinaison d'oncogènes 

tels que MYC + RAS induit facilement la transformation de cellules de rongeurs primaires, tandis que 

l'introduction de la même combinaison d'oncogènes ne parvient pas à transformer les cellules humaines 

primaires (Rangarajan and Weinberg, 2003). Cela sous-entend que les cellules animales sont plus 

sensibles que les cellules humaines à la transformation. Tout comme les tests de transformation sur les 

cellules animales, les tests de transformation sur les cellules humaines n’ont à ce jour pas été acceptés 

dans un cadre réglementaire.  

Enfin, le modèle Bhas 42 permet de discriminer les effets initiateurs et promoteurs des agents testés, 

se positionnant ainsi comme un modèle intéressant pour approcher les effets moléculaires de la 

transformation cellulaire. Au regard des résultats obtenus de l’étude transcriptomique, l’essai de 

transformation sur les cellules Bhas 42 apparait être un bon modèle permettant à la fois d’évaluer le 

potentiel transformant des agents chimiques et particulaires. Cependant, la poursuite des recherches 

est nécessaire afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans la 

transformation des cellules Bhas 42. 
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Chapitre VI : CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

Bien que plusieurs études in vivo et in vitro aient mis en évidence la toxicité des SAS, il existe peu de 

preuve de leur effet cancérogène possible. Les essais conventionnels de cancérogenèse in vivo sont 

longs et coûteux pour évaluer la très grande variété des SAS, c’est pourquoi le test de transformation 

sur les cellules Bhas 42 représente un outil de criblage in vitro utile pour évaluer en première intention 

le potentiel cancérogène des SAS. Le modèle Bhas 42 permet de discriminer les effets initiateurs et 

promoteurs des agents testés, il permet ainsi d’aiguiller les recherches sur les mécanismes initiaux 

impliqués dans la cancérogénèse. Le test de transformation permet à la fois d’étudier les phénotypes 

transformés et les premières modifications moléculaires subis par les cellules Bhas 42 traitées avec 

l’agent transformant. 

Notre étude montre que la transformation des cellules Bhas 42 induite par la SAS pyrogénée NM-203 

(la SAS la plus transformante) est principalement liée à une augmentation de la prolifération cellulaire 

via la modification des voies de signalisation impliquées dans l’entrée des cellules en phase S, dans la 

réplication de l’ADN et dans la phase M du cycle cellulaire et à une perte d’adhésion cellulaire due à 

une diminution de l’expression de groupe de gènes impliqués dans ce mécanisme. D’autre part, nos 

analyses ont également révélé une possible réponse inflammatoire et des propriétés génotoxiques de 

la SAS pyrogénée NM-203 qui pourrait induire des dommages à l’ADN conduisant à l’activation des 

systèmes de réparation. En conséquence, il sera intéressant d’étudier les effets génotoxiques des 

différentes SAS sur les cellules Bhas 42 en réalisant notamment différents tests de génotoxicité tels que 

le test des comètes, le test des micronoyaux ou le test γH2AX.  

Les effets moléculaires induits par la SAS pyrogénée NM-203 sont communs à la silice cristalline 

Min- U-Sil 5Ò et au TPA. Cette convergence a permis d’identifier des biomarqueurs moléculaires de la 

transformation cellulaire, des biomarqueurs communs aux différents agents chimiques et qui permettent 

d’évaluer rapidement un potentiel transformant.  

A ce stade, le test de criblage basé sur la méthode de RT-qPCR est plus accessible que l’analyse 

protéique. De plus, l’étude de la cinétique d’expression des 12 gènes a permis de constater que le test 

de criblage pourrait être raccourci à condition d’écarter les gènes AUNIP et MCM10 de la liste retenue.  

Ce test reposant sur cette nouvelle signature de 10 gènes développé au cours de cette thèse pourrait 

être encore plus rapide et devenir un outil précieux de détection d’agents chimiques transformants. 

Cette étude mérite d’être poursuivie mais d’ores et déjà, elle nous permet d’élaborer des hypothèses 

quant aux mécanismes d’action des SAS dans la transformation des cellules Bhas 42. Bien que tous 

les acteurs moléculaires n’aient pas encore été identifiés, nous proposons que les premières étapes de 

la transformation des cellules Bhas 42 nécessitent une augmentation de la prolifération cellulaire, via 

l’augmentation de l’expression des gènes PRL2C et de IL1RL1 (Figure 37). Par ailleurs, la 

transformation des cellules Bhas 42 est également liée à une diminution de l’adhésion cellulaire via la 

diminution de l’expression des gènes SPARCL1 et POSTN, à une désorganisation de la MEC, des 

interactions cellules-cellules et cellules-MEC due à une diminution de l’expression des gènes LUM, 

LGALS7 et TIMP4 et une augmentation de la migration cellulaire via la sous-expression du gène 

SEMA3G.  
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L’implication de ces gènes dans le pouvoir transformant des SAS pourrait être confirmée par inhibition 

de l’expression de gènes clés tels que les gènes PRL2C1, PRL2C3 et PRL2C5 (gènes dont l’expression 

est la plus modulée) par exemple grâce à un siRNA ou via la méthode CRISPR/Cas9 afin de vérifier si 

l’inhibition de l’expression de ces gènes empêche la transformation des cellules Bhas 42 induite par la 

SAS pyrogénée NM-203. Enfin, il serait intéressant d’étudier la modulation de l’expression des gènes 

CACNA1G, CMBL, ENPP2, GDPD2, HMGCS2, NLRP2, SGOL1, A230065H16Rik pouvant également 

avoir un rôle clé dans la transformation cellulaire et approfondir les résultats obtenus pour RAD51AP1, 

un marqueur de la réparation de l’ADN souvent associé à des processus cancéreux. 

Pour compléter l’ensemble de ces travaux, il sera nécessaire de confronter le test à une liste d’agents 

chimiques classés cancérogènes et non cancérogènes, par exemple ceux utilisés par (Sakai et al., 

2010) pour la validation du test de transformation Bhas 42. Cette étude permettrait de vérifier la 

pertinence de la signature des 12 gènes quel que soit l’agent chimique évalué, et la pertinence du 

schéma mécanistique que nous proposons.  

 

 

 

Figure 37 : Hypothèse des mécanismes impliqués dans la transformation des cellules Bhas 42 induite 
par les SAS.  
Les premières étapes de la transformation cellulaire induite par les SAS ne sont pas dues à l’implication des 
mécanismes d’inflammation ou de stress oxydant mais nécessitent une modification des voies de signalisation 
impliquées dans la réparation de l’ADN et la prolifération cellulaire. Elles impliquent également une augmentation 
de la prolifération via la sur-expression des gènes de la famille des PRL2C et de IL1RL1, une désorganisation 
des interactions cellulaires et de la MEC via une sous-expression des gènes LGALS7, LUM, POSTN, SPARCL1, 
une diminution des inhibiteurs des métalloprotéinases tels que TIMP4 et une augmentation de la migration 
cellulaire via la sous-expression de SEMA3G. 
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Chapitre VIII : ANNEXES 

Tableau annexe 1: Liste des 50 premières signatures de la SAS pyrogénée NM-203, de la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò et du TPA, score d’enrichissement et p-value. 

50 Premières signatures sur-exprimées de NM-203 NES p-value 50 Premières signatures sur-exprimées de Min-U-Sil 5Ò NES p-value 50 Premières signatures sur-exprimées de NM-203 NES p-value 
DUTERTRE_ESTRADIOL_RESPONSE_6HR_UP 2.066 < 0.005 DUTERTRE_ESTRADIOL_RESPONSE_24HR_UP 2.151 < 0.005 CHIANG_LIVER_CANCER_SUBCLASS_PROLIFERATION_UP 2.342 < 0.005 

KRIGE_AMINO_ACID_DEPRIVATION 2.038 < 0.005 ODONNELL_TFRC_TARGETS_DN 2.150 < 0.005 FISCHER_G2_M_CELL_CYCLE 2.306 < 0.005 

FISCHER_G1_S_CELL_CYCLE 2.037 < 0.005 GAVIN_FOXP3_TARGETS_CLUSTER_P6 2.133 < 0.005 SCIBETTA_KDM5B_TARGETS_DN 2.301 < 0.005 

DUTERTRE_ESTRADIOL_RESPONSE_24HR_UP 2.030 < 0.005 KOBAYASHI_EGFR_SIGNALING_24HR_DN 2.123 < 0.005 SHEPARD_CRUSH_AND_BURN_MUTANT_DN 2.274 < 0.005 

CHEMNITZ_RESPONSE_TO_PROSTAGLANDIN_E2_UP 2.029 < 0.005 GRAHAM_CML_DIVIDING_VS_NORMAL_QUIESCENT_UP 2.117 < 0.005 NAKAYAMA_SOFT_TISSUE_TUMORS_PCA2_UP 2.247 < 0.005 
BASSO_B_LYMPHOCYTE_NETWORK 2.019 < 0.005 GOBERT_OLIGODENDROCYTE_DIFFERENTIATION_UP 2.116 < 0.005 SHEPARD_BMYB_MORPHOLINO_DN 2.217 < 0.005 

BHATI_G2M_ARREST_BY_2METHOXYESTRADIOL_UP 2.016 < 0.005 MORI_PRE_BI_LYMPHOCYTE_UP 2.115 < 0.005 MARKEY_RB1_ACUTE_LOF_UP 2.215 < 0.005 

REACTOME_CELL_CYCLE_MITOTIC 1.993 < 0.005 FURUKAWA_DUSP6_TARGETS_PCI35_DN 2.109 < 0.005 BHATI_G2M_ARREST_BY_2METHOXYESTRADIOL_UP 2.193 < 0.005 

GOBERT_OLIGODENDROCYTE_DIFFERENTIATION_UP 1.991 < 0.005 SHEPARD_BMYB_TARGETS 2.108 < 0.005 WHITFIELD_CELL_CYCLE_G2_M 2.187 < 0.005 
WHITFIELD_CELL_CYCLE_S 1.990 < 0.005 RUIZ_TNC_TARGETS_DN 2.102 < 0.005 ODONNELL_TFRC_TARGETS_DN 2.187 < 0.005 

REACTOME_CELL_CYCLE 1.979 < 0.005 LE_EGR2_TARGETS_UP 2.095 < 0.005 GAL_LEUKEMIC_STEM_CELL_DN 2.186 < 0.005 

ZHANG_TLX_TARGETS_36HR_DN 1.978 < 0.005 LEE_EARLY_T_LYMPHOCYTE_UP 2.094 < 0.005 MORI_MATURE_B_LYMPHOCYTE_DN 2.180 < 0.005 

HORIUCHI_WTAP_TARGETS_DN 1.973 < 0.005 PID_FOXM1_PATHWAY 2.079 < 0.005 LINDGREN_BLADDER_CANCER_CLUSTER_1_DN 2.174 < 0.005 
FUJII_YBX1_TARGETS_DN 1.972 < 0.005 GARGALOVIC_RESPONSE_TO_OXIDIZED_PHOSPHOLIPIDS_TURQUOISE_DN 2.079 < 0.005 LINDGREN_BLADDER_CANCER_CLUSTER_3_UP 2.174 < 0.005 

BASAKI_YBX1_TARGETS_UP 1.967 < 0.005 STEIN_ESR1_TARGETS 2.070 < 0.005 DUTERTRE_ESTRADIOL_RESPONSE_24HR_UP 2.167 < 0.005 

CHANG_CORE_SERUM_RESPONSE_UP 1.961 < 0.005 ROSTY_CERVICAL_CANCER_PROLIFERATION_CLUSTER 2.067 < 0.005 HORIUCHI_WTAP_TARGETS_DN 2.166 < 0.005 

FURUKAWA_DUSP6_TARGETS_PCI35_DN 1.958 < 0.005 CHIANG_LIVER_CANCER_SUBCLASS_PROLIFERATION_UP 2.064 < 0.005 YAMAZAKI_TCEB3_TARGETS_DN 2.162 < 0.005 
MARKEY_RB1_ACUTE_LOF_UP 1.953 < 0.005 FERREIRA_EWINGS_SARCOMA_UNSTABLE_VS_STABLE_UP 2.062 < 0.005 LEE_EARLY_T_LYMPHOCYTE_UP 2.162 < 0.005 

REACTOME_SYNTHESIS_OF_DNA 1.951 < 0.005 AMUNDSON_GAMMA_RADIATION_RESPONSE 2.060 < 0.005 CROONQUIST_NRAS_VS_STROMAL_STIMULATION_DN 2.162 < 0.005 

REACTOME_HOST_INTERACTIONS_OF_HIV_FACTORS 1.950 < 0.005 SARRIO_EPITHELIAL_MESENCHYMAL_TRANSITION_UP 2.059 < 0.005 GOLDRATH_ANTIGEN_RESPONSE 2.160 < 0.005 

STEIN_ESR1_TARGETS 1.947 < 0.005 LI_WILMS_TUMOR_VS_FETAL_KIDNEY_1_DN 2.055 < 0.005 PETROVA_ENDOTHELIUM_LYMPHATIC_VS_BLOOD_UP 2.158 < 0.005 
BENPORATH_ES_1 1.944 < 0.005 FUJII_YBX1_TARGETS_DN 2.054 < 0.005 SERVITJA_LIVER_HNF1A_TARGETS_UP 2.155 < 0.005 

BERENJENO_TRANSFORMED_BY_RHOA_UP 1.940 < 0.005 BASAKI_YBX1_TARGETS_UP 2.053 < 0.005 TOYOTA_TARGETS_OF_MIR34B_AND_MIR34C 2.154 < 0.005 

LINDGREN_BLADDER_CANCER_CLUSTER_3_UP 1.936 < 0.005 SMIRNOV_RESPONSE_TO_IR_6HR_DN 2.052 < 0.005 WHITFIELD_CELL_CYCLE_G2 2.152 < 0.005 

MANALO_HYPOXIA_DN 1.933 < 0.005 HOFFMANN_LARGE_TO_SMALL_PRE_BII_LYMPHOCYTE_UP 2.051 < 0.005 BLUM_RESPONSE_TO_SALIRASIB_DN 2.149 < 0.005 
YAO_TEMPORAL_RESPONSE_TO_PROGESTERONE_CLUSTER_11 1.931 < 0.005 WANG_RESPONSE_TO_GSK3_INHIBITOR_SB216763_DN 2.045 < 0.005 PUJANA_BRCA2_PCC_NETWORK 2.148 < 0.005 

VECCHI_GASTRIC_CANCER_EARLY_UP 1.930 < 0.005 WAKASUGI_HAVE_ZNF143_BINDING_SITES 2.042 < 0.005 PID_FANCONI_PATHWAY 2.142 < 0.005 

PUIFFE_INVASION_INHIBITED_BY_ASCITES_UP 1.927 < 0.005 ZHANG_TLX_TARGETS_60HR_DN 2.039 < 0.005 CHEMNITZ_RESPONSE_TO_PROSTAGLANDIN_E2_UP 2.137 < 0.005 

GRADE_COLON_AND_RECTAL_CANCER_UP 1.926 < 0.005 BROWN_MYELOID_CELL_DEVELOPMENT_DN 2.038 < 0.005 GOBERT_OLIGODENDROCYTE_DIFFERENTIATION_UP 2.136 < 0.005 
ZHANG_TLX_TARGETS_60HR_DN 1.925 < 0.005 FISCHER_G1_S_CELL_CYCLE 2.037 < 0.005 CHANG_CYCLING_GENES 2.133 < 0.005 

WANG_RESPONSE_TO_GSK3_INHIBITOR_SB216763_DN 1.915 < 0.005 HESS_TARGETS_OF_HOXA9_AND_MEIS1_UP 2.035 < 0.005 BASAKI_YBX1_TARGETS_UP 2.129 < 0.005 

MORI_PRE_BI_LYMPHOCYTE_UP 1.914 < 0.005 BURTON_ADIPOGENESIS_3 2.026 < 0.005 FISCHER_G1_S_CELL_CYCLE 2.128 < 0.005 

REACTOME_ORC1_REMOVAL_FROM_CHROMATIN 1.913 < 0.005 VECCHI_GASTRIC_CANCER_EARLY_UP 2.024 < 0.005 SENGUPTA_NASOPHARYNGEAL_CARCINOMA_UP 2.124 < 0.005 
BENPORATH_PROLIFERATION 1.912 < 0.005 BHATI_G2M_ARREST_BY_2METHOXYESTRADIOL_UP 2.019 < 0.005 RIZ_ERYTHROID_DIFFERENTIATION 2.117 < 0.005 

MARKEY_RB1_CHRONIC_LOF_UP 1.908 < 0.005 NAKAMURA_CANCER_MICROENVIRONMENT_DN 2.018 < 0.005 MISSIAGLIA_REGULATED_BY_METHYLATION_DN 2.116 < 0.005 

REACTOME_S_PHASE 1.905 < 0.005 BOHN_PRIMARY_IMMUNODEFICIENCY_SYNDROM_UP 2.017 < 0.005 FURUKAWA_DUSP6_TARGETS_PCI35_DN 2.109 < 0.005 

KAUFFMANN_DNA_REPAIR_GENES 1.905 < 0.005 CHEMNITZ_RESPONSE_TO_PROSTAGLANDIN_E2_UP 2.010 < 0.005 WHITFIELD_CELL_CYCLE_S 2.107 < 0.005 
ZHENG_GLIOBLASTOMA_PLASTICITY_UP 1.905 < 0.005 REACTOME_PHASE_II_CONJUGATION 2.003 < 0.005 FUJII_YBX1_TARGETS_DN 2.102 < 0.005 

FEVR_CTNNB1_TARGETS_DN 1.903 < 0.005 MOLENAAR_TARGETS_OF_CCND1_AND_CDK4_DN 1.998 < 0.005 GAVIN_FOXP3_TARGETS_CLUSTER_P6 2.097 < 0.005 

GARCIA_TARGETS_OF_FLI1_AND_DAX1_DN 1.902 < 0.005 DUTERTRE_ESTRADIOL_RESPONSE_6HR_UP 1.997 < 0.005 SHEPARD_BMYB_TARGETS 2.095 < 0.005 

BROWN_MYELOID_CELL_DEVELOPMENT_DN 1.901 < 0.005 GREENBAUM_E2A_TARGETS_UP 1.996 < 0.005 VECCHI_GASTRIC_CANCER_EARLY_UP 2.094 < 0.005 
SHEDDEN_LUNG_CANCER_POOR_SURVIVAL_A6 1.898 < 0.005 STEIN_ESRRA_TARGETS_RESPONSIVE_TO_ESTROGEN_DN 1.993 < 0.005 VANTVEER_BREAST_CANCER_METASTASIS_DN 2.087 < 0.005 

KOBAYASHI_EGFR_SIGNALING_24HR_DN 1.896 < 0.005 YAMAZAKI_TCEB3_TARGETS_DN 1.987 < 0.005 ALCALAY_AML_BY_NPM1_LOCALIZATION_DN 2.085 < 0.005 

REACTOME_MITOTIC_G1_G1_S_PHASES 1.895 < 0.005 GOLDRATH_ANTIGEN_RESPONSE 1.983 < 0.005 SLEBOS_HEAD_AND_NECK_CANCER_WITH_HPV_UP 2.083 < 0.005 

SARRIO_EPITHELIAL_MESENCHYMAL_TRANSITION_UP 1.894 < 0.005 LINDGREN_BLADDER_CANCER_CLUSTER_3_UP 1.981 < 0.005 LI_WILMS_TUMOR_VS_FETAL_KIDNEY_1_DN 2.078 < 0.005 
KEGG_AMINOACYL_TRNA_BIOSYNTHESIS 1.891 < 0.005 BASSO_B_LYMPHOCYTE_NETWORK 1.98 < 0.005 CHICAS_RB1_TARGETS_GROWING 2.077 < 0.005 

OXFORD_RALA_OR_RALB_TARGETS_UP 1.89 < 0.005 MORI_IMMATURE_B_LYMPHOCYTE_DN 1.978 < 0.005 RIZ_ERYTHROID_DIFFERENTIATION_HBZ 2.077 < 0.005 

ODONNELL_TFRC_TARGETS_DN 1.886 < 0.005 REACTOME_SULFUR_AMINO_ACID_METABOLISM 1.977 < 0.005 FERREIRA_EWINGS_SARCOMA_UNSTABLE_VS_STABLE_UP 2.075 < 0.005 

FERREIRA_EWINGS_SARCOMA_UNSTABLE_VS_STABLE_UP 1.885 < 0.005 WU_APOPTOSIS_BY_CDKN1A_VIA_TP53 1.976 < 0.005 KAUFFMANN_DNA_REPAIR_GENES 2.074 < 0.005 
WHITFIELD_CELL_CYCLE_G2_M 1.883 < 0.005 MANALO_HYPOXIA_DN 1.973 < 0.005 PID_FOXM1_PATHWAY 2.071 < 0.005 
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Tableau annexe 2 : Effet dose de la SAS pyrogénée NM-203.  
Liste des gènes différentiellement exprimés dans les cellules Bhas 42 suite à l’exposition à la SAS pyrogénée 
NM-203 aux doses 1, 2 et 5 µg/cm² (P-value < 0,005 et FC >4). 

Gènes 

FC 

NM203(1) 
vs H2O 

FC 

NM203(2) 
vs H2O 

FC 

NM203(5) 
vs H2O 

 Gènes 

FC 

NM203(1) 
vs H2O 

FC 

NM203(2) 
vs H2O 

FC 

NM203(5) 
vs H2O 

 Gènes 

FC 

NM203(1) 
vs H2O 

FC 

NM203(2) 
vs H2O 

FC 

NM203(5) 
vs H2O 

Actn3 -1.26 -1.61 -6.01  Cdca2 1.79 2.17 5.36  Ect2 1.53 3.34 4.88 

Adamts12 -1.41 -2.13 -5.06  Cdca3 1.83 4.38 3.37  Egfl7 -1.37 -1.42 -8.38 

Adh1 -1.04 -1.78 -8.18  Cdca5 1.64 3.31 6.35  Enpp2 -1.17 -2.01 -8.67 

Adhfe1 1.11 1.28 -4.06  Cdca8 1.60 3.40 4.66  Ercc6l 1.60 3.05 5.55 

Agt -1.81 -2.57 -10.33  Cdt1 1.41 3.21 6.14  Espl1 1.70 3.61 5.12 

Alx3 -1.36 -1.5 -4.07  Cenph 1.59 2.88 4.48  Exo1 1.48 2.93 7.66 

Apoc1 -1.20 -1.59 -5.77  Cenpi 1.49 3.16 5.70  Fam83d 1.97 3.69 4.23 

Arhgap11a 1.57 2.66 4.36  Cenpk 1.47 2.49 4.40  Fanca 1.62 3.62 4.06 

Asf1b 1.35 2.65 4.32  Cenpu 1.41 2.95 4.98  Fancb 1.37 1.99 4.18 

Aspn -1.29 -1.52 -7.76  Cenpw 1.63 3.04 4.47  Fanci 1.59 3.50 4.45 

Atp1b1 -1.64 -2.00 -4.20  Ces1a -1.17 -1.6 -8.10  Fbxo32 -1.06 1.06 -5.72 

Aunip 1.75 3.91 6.85  Cfh -1.34 -1.24 -7.06  Fbxo5 1.44 2.73 4.77 

Aurkb 1.39 2.34 4.17  Cfhr2 -1.26 -1.55 -7.46  Fen1 1.23 2.44 4.24 

Avil 1.95 4.72 9.48  Chadl -2.32 -3.70 -13.67  Fhl1 1.00 2.04 7.42 

Bard1 1.37 2.93 5.35  Chek1 1.49 2.70 5.94  Fignl1 1.41 2.88 5.27 

BC030867 1.49 2.75 5.27  Cib3 -1.52 -2.97 -14.73  Fosl1 1.02 1.28 5.07 

Bcat1 1.33 1.69 4.59  Ckap2l 1.75 3.17 4.28  Foxm1 1.45 3.00 4.48 

Bend5 -1.55 -2.03 -4.36  Cldn19 -1.77 -2.85 -5.88  Foxred2 -1.14 1.03 -4.14 

Bglap2 1.02 -1.69 -4.81  Clec11a -1.25 -1.42 -4.58  Fxyd1 -1.67 -4.38 -9.66 

Bglap3 1.12 -1.56 -4.34  Clspn 1.72 1.92 7.43  Gdap1l1 1.32 1.99 4.14 

Birc5 1.68 3.92 4.77  Cmbl -1.29 -1.97 -12.90  Gdpd2 -1.96 -3.30 -16.52 

Bmf -1.17 -1.50 -5.02  Col27a1 -1.38 -3.15 -11.73  Gen1 1.60 2.99 4.90 

Bmyc 1.08 1.16 6.62  Col5a3 -1.26 -1.81 -6.02  Ggt5 -1.81 -3.25 -13.29 

Boc -1.40 -1.69 -5.10  Cox6a2 1.37 2.24 5.30  Ghr -1.17 -1.25 -5.35 

Btg1 -1.02 -1.12 -4.01  Cp -1.20 -1.04 -4.45  Gins1 1.25 2.07 4.62 

Bub1 1.73 3.33 5.68  Crlf1 -1.42 -1.88 -4.15  Glis1 -1.35 -1.87 -4.01 

C3 -1.52 -1.91 -4.22  Cxcl10 1.62 2.30 6.70  Gm2022 1.89 3.48 5.30 

Cacna1g -1.95 -2.73 -17.72  
D17H6S56E-
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1.28 1.81 4.84  Gm42151 -1.42 -1.39 -4.04 

Calml4 -1.08 -1.06 -4.89  Dbf4 1.56 2.05 4.15  Gm4544 -1.04 -1.22 -4.65 

Camsap3 -1.28 -1.68 -5.10  Dcp2 1.10 1.39 4.17  Gm45935 1.73 2.55 5.66 

Capn6 -1.02 -1.22 -6.21  Ddx21 1.15 1.58 5.77  Gm4841 1.92 3.20 4.20 

Car6 2.36 5.49 18.29  Depdc1b 1.68 3.79 4.89  Gm8300 2.02 3.65 4.32 

Carns1 -1.38 -1.68 -4.52  Dhfr 1.35 1.93 6.17  Gmnn 1.54 3.26 4.45 

Ccna2 1.58 3.49 4.93  Dleu2 -1.49 -1.74 -4.79  Gper1 1.23 1.29 -7.41 

Ccnb1 1.87 5.09 4.66  Dlgap5 1.70 3.58 4.16  Gtse1 1.51 3.41 4.13 

Ccnb1-ps 1.72 3.81 4.86  Dtl 1.52 3.42 6.67  Haspin 1.4 1.75 5.57 

Cd247 -1.06 -5.8 -1.07  Dusp4 1.39 1.38 7.14  Hells 1.43 2.26 6.12 

Cdc20 1.72 2.82 4.17  E2f2 1.46 2.61 4.82  Herc6 1.54 2.70 5.50 

Cdc45 1.25 1.96 4.30  E2f7 1.30 2.56 4.49  Hid1 -1.03 -1.32 -5.83 

Cdc6 1.30 2.25 8.03  Ebf1 -1.79 -2.73 -4.45  Hist1h1b 1.60 1.91 5.07 
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Gènes 

FC 

NM203(1) 
vs H2O 

FC 

NM203(2) 
vs H2O 

FC 

NM203(5) 
vs H2O 

 Gènes 

FC 

NM203(1) 
vs H2O 

FC 

NM203(2) 
vs H2O 

FC 

NM203(5) 
vs H2O 

 Gènes 

FC 

NM203(1) 
vs H2O 

FC 

NM203(2) 
vs H2O 

FC 

NM203(5) 
vs H2O 

Hist1h2ab 1.38 1.13 4.16  Mki67 1.69 3.38 4.09  Ppp1r3c -1.39 -1.89 -5.36 

Hist1h2ai 1.31 1.18 4.01  Mlf1 1.06 1.79 4.42  Prl2c1 1.39 2.62 20.07 

Hist1h3c 1.26 1.05 4.10  Mmp2 -1.23 -1.33 -4.35  Prl2c3 1.52 3.58 24.22 

Hist1h3i 1.47 1.27 4.41  Mmp3 -1.33 -1.37 -11.25  Prl2c5 1.51 3.17 18.44 

Hist2h2aa1 -1.57 -2.62 -4.44  Mmp9 -1.55 -2.48 -11.00  Prokr1 -1.39 -2.41 -7.87 

Hist2h2be -1.55 -1.85 -6.09  Mmrn2 -1.45 -1.41 -4.57  Psat1 1.25 1.27 4.56 

Hist2h3b 1.31 1.06 4.77  Mterf4 -1.37 -2.26 -7.2  Ptgds -1.33 -2.49 -19.53 

Hmgcs2 -2.17 -3.84 -40.86  Mx1 1.59 1.12 4.41  Ptgs2 1.20 1.55 6.83 

Ifi205 1.78 4.32 7.08  Mybl2 1.30 1.99 7.20  Ptms -1.02 -4.20 -1.36 

Ifitm1 -1.21 -1.90 -8.55  Myc 1.07 1.05 5.72  Rab3il1 -1.15 -1.01 -4.40 

Ifrd2 1.19 1.78 4.99  Mylk -1.16 -1.49 -6.02  Racgap1 1.6 3.06 4.65 

Igf2r -1.26 -1.02 -6.87  Nasp 1.27 1.91 4.11  Rad18 1.41 3.63 4.96 

Il1rl1 1.43 2.60 6.59  Ncam1 -1.32 -1.61 -4.37  Rad51 1.42 2.86 5.52 

Incenp 1.42 2.08 4.41  Ncapg 1.63 3.00 4.76  Rad51ap1 1.69 3.76 5.79 

Islr -1.29 -1.51 -5.02  Ndc80 2.08 3.85 4.90  Rad54l 1.81 2.90 5.08 

Itga10 -1.17 -1.61 -8.47  Neil3 1.70 2.62 4.20  Rarres2 -1.90 -2.88 -4.93 

Itgb7 1.36 2.48 4.81  Nek2 1.78 4.22 5.14  Rcc1 1.19 1.67 4.41 

Itgbl1 1.05 1.40 -4.59  Net1 1.45 2.71 4.87  Recql4 1.15 2.14 5.22 

Kif11 1.90 2.19 4.29  Nlrp2 1.50 2.63 11.46  Rpph1 -1.44 -5.17 -1.20 

Kif20b 1.76 3.85 4.30  Nop56 1.08 1.17 4.78  Rsad2 1.76 2.36 8.11 

Kif22 1.64 3.36 4.33  Nrep -1.14 -1.31 -7.41  S100b -1.27 -1.44 -19.23 

Kif23 1.78 3.42 4.10  Nsl1 1.74 2.87 5.73  Saa3 2.24 3.45 30.33 

Kif2c 1.90 3.10 4.90  Nuf2 1.59 2.91 4.69  Sema3g -1.83 -3.05 -7.09 

Knl1 1.83 3.21 4.94  Oas1g 1.86 3.19 5.36  Sgf29 1.09 1.77 4.15 

Lama4 -1.40 -2.40 -5.55  Oas3 1.81 2.93 4.55  Sgo1 1.76 3.23 6.13 

Lcn2 1.13 1.38 6.64  Oasl1 1.83 2.99 11.18  Sh2d3c -1.21 -1.06 -4.13 

Lgals7 -1.34 -2.19 -10.00  Oip5 1.65 3.30 4.58  Shcbp1 1.53 3.81 4.24 

Lgi4 -1.61 -2.29 -5.10  Olfr1388 1.07 -1.23 5.92  Shmt2 1.21 1.74 4.02 

Lrr1 1.36 2.18 4.46  Orc1 1.42 3.54 5.85  Ska1 1.81 3.51 5.97 

Ltbp2 -1.34 -1.62 -4.37  Orm3 -1.42 -1.96 -4.41  Slc22a1 -1.29 -1.55 -7.77 

Lum -1.72 -2.14 -8.99  Paxx -1.33 -2.22 -5.01  Slc43a2 -1.32 -1.59 -4.72 

Ly6a 1.82 2.10 4.06  Pbk 1.59 2.91 5.39  Slc7a11 1.44 1.57 6.92 

Mad2l1 1.47 2.91 4.04  Pcdhb15 -1.34 -1.93 -4.03  Slc7a7 1.03 -1.01 -6.56 

Mamstr -1.14 -1.49 -7.21  Pcdhb9 -1.45 -2.08 -4.07  Slc9a3r2 -1.58 -2.14 -4.72 

Mastl 1.83 2.52 4.20  Peg3 -1.54 -1.27 -4.28  Slc9a9 -1.17 -1.22 -5.62 

Matn2 -1.33 -1.32 -5.44  Pf4 1.05 -1.16 -6.99  Slco2b1 -1.59 -2.59 -50.09 

Mcm10 1.51 3.46 7.74  Phf11a 1.64 2.45 4.15  Slfn9 1.37 1.33 4.23 

Mcm3 1.26 2.52 4.26  Phf11d 1.58 2.59 4.24  Sned1 -1.70 -3.15 -8.42 

Mcm5 1.46 2.79 6.12  Plekha6 -1.31 -1.52 -8.16  Soat2 1.53 2.87 7.50 

Mcm7 1.24 1.66 4.21  Plk1 1.79 4.07 5.35  Sorcs2 -2.02 -2.58 -9.46 

Mcm8 1.38 2.04 4.28  Pole 1.53 1.96 4.65  Sort1 -1.27 -1.24 -4.23 

Melk 1.64 3.04 5.27  Postn -2.12 -5.09 -11.32  Spag5 1.87 4.19 4.00 

Mir99ahg -1.42 -2.56 -6.19  Ppargc1a -1.01 -1.03 -4.00  Sparcl1 -1.8 -2.3 -22.98 
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Gènes 

FC 

NM203(1) 
vs H2O 

FC 

NM203(2) 
vs H2O 

FC 

NM203(5) 
vs H2O 

          

Spc25 1.53 2.65 4.01           

Spdl1 1.28 2.44 4.09           

Spib -1.35 -2.13 -12.72           

Spon2 -1.02 -1.19 -8.61           

Ssu2 -1.42 -2.5 -5.58           

St3gal1 -1.24 -1.35 -4.10           

St6galnac2 -1.19 -4.64 1.26           

Stab2 -1.20 -1.52 -7.00           

Steap1 1.44 2.48 6.76           

Sult5a1 -1.28 -2.31 -5.12           

Tcf7l2 -1.42 -4.42 -2.27           

Tex30 1.20 2.04 4.09           

Thbs1 -1.35 -4.44 -1.06           

Ticrr 1.79 4.16 7.82           

Timeless 1.37 3.20 4.69           

Timp4 -1.89 -2.67 -12.35           

Tk1 1.39 2.08 4.55           

Tnnt1 -1.62 -2.38 -5.13           

Tnnt3 -1.36 -2.45 -5.52           

Top2a 1.79 3.85 5.63           

Tpx2 1.61 2.37 4.28           

Traip 1.46 3.23 6.29           

Trim63 -1.19 -1.89 -6.68           

Trip13 1.35 2.63 6.13           

Troap 1.96 3.41 4.71           

Trpm5 -1.46 -2.10 -7.84           

Ttk 1.64 3.04 4.76           

Uhrf1 1.30 1.42 4.72           

Wdhd1 1.14 2.26 4.53           

Wfdc21 1.05 -1.35 -4.30           

Xpnpep2 -1.36 -1.57 -5.55           

Ypel1 -1.25 -2.65 -4.56           

Ypel2 1.02 -1.29 -4.79           

Zbp1 1.64 2.74 5.40           

Zbtb7c -1.13 -4.01 1.37           

Zwilch 1.60 3.14 5.43           

2010204K13Rik 1.13 1.38 5.68           

2700099C18Rik 1.81 3.60 4.49           

4933406K04Rik -1.48 -4.69 1.10           

A230065H16Rik -1.35 -1.99 -14.00           

C330020E22Rik -1.28 -1.81 -4.58           
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Tableau annexe 3 : Liste des gènes différentiellement exprimés dans les cellules Bhas 42 suite à 
l’exposition à la SAS pyrogénée NM-203 à 5 µg/cm² en comparaison avec son témoin H2O (p-value < 0,005 
et FC >4). 

Gènes 

FC 

NM203(5) 
vs H2O 

 Gènes 

FC 

NM203(5) 
vs H2O 

 Gènes 

FC 

NM203(5) 
vs H2O 

 Gènes 

FC 

NM203(5) 
vs H2O 

Abcb9 -5.40  Cdc45 4.30  Ect2 4.88  Hist1h1b 5.07 

Actn3 -6.01  Cdc6 8.03  Egfl7 -8.38  Hist1h2ab 4.16 

Adamts12 -5.06  Cdca2 4.68  Enpp2 -8.67  Hist1h2ai 4.01 

Adh1 -8.18  Cdca5 6.35  Ercc6l 5.55  Hist1h3c 4.10 

Adhfe1 -4.06  Cdca8 4.66  Espl1 5.12  Hist1h3i 4.41 

Agt -10.33  Cdt1 6.14  Exo1 7.66  Hist2h2aa1 -4.44 

Alx3 -4.07  Cenph 4.48  Fam83d 4.23  Hist2h2be -6.09 

Apoc1 -5.77  Cenpi 5.70  Fanca 4.06  Hist2h3b 4.77 

Arhgap11a 4.36  Cenpk 4.40  Fancb 4.18  Hmgcs2 -40.86 

Asf1b 4.32  Cenpu 4.98  Fanci 4.45  Ifitm1 -8.55 

Aspn -7.76  Cenpw 4.47  Fbxo32 -5.72  Ifrd2 4.99 

Atp1b1 -4.20  Ces1a -8.10  Fbxo5 4.77  Igf2r -6.87 

Aunip 6.85  Cfh -7.06  Fen1 4.24  Il1rl1 6.59 

Aurkb 4.17  Cfhr2 -7.46  Fhl1 7.42  Incenp 4.41 

Avil 9.48  Chadl -13.67  Fignl1 5.27  Islr -5.02 

Bard1 5.35  Chaf1a 4.59  Fmod -7.42  Itgb7 4.81 

BC030867 5.27  Chek1 5.94  Fosl1 5.07  Itgbl1 -4.59 

Bcat1 4.59  Ckap2l 4.28  Foxm1 4.48  Kif11 4.29 

Bend5 -4.36  Clec11a -4.58  Foxred2 -4.14  Kif20b 4.30 

Bglap2 -4.81  Cmbl -12.9  Gdap1l1 4.14  Kif22 4.33 

Birc5 4.77  Col27a1 -11.73  Gdpd2 -16.52  Kif23 4.10 

Bmf -5.02  Col5a3 -6.02  Gen1 4.9  Kif2c 4.90 

Bmyc 6.62  Cox6a2 5.30  Ggt5 -13.29  Knl1 4.94 

Boc -5.10  Crlf1 -5.99  Ghr -5.35  Kntc1 5.03 

Bub1 5.68  Cxcl10 6.70  Gins1 4.62  Lama4 -5.55 

C3 -4.22  
D17H6S56E-

5 
4.84  Gm2022 5.30  Lcn2 4.70 

Cacna1g -17.72  Dbf4 4.15  Gm42151 -4.04  Lgals7 -10.00 

Calml4 -4.89  Dcp2 4.17  Gm45935 5.66  Lgi4 -5.10 

Camsap3 -5.10  Ddx21 5.77  Gm4841 4.20  Lrr1 4.46 

Capn6 -6.21  Depdc1b 4.89  Gm8300 4.32  Ltbp2 -4.37 

Car6 18.29  Dhfr 6.17  Gmnn 4.45  Lum -8.99 

Carns1 -4.52  Dleu2 -4.79  Gtse1 4.13  Ly6a 4.06 

Ccna2 4.93  Dtl 6.67  Haspin 5.57  Mad2l1 4.04 

Ccnb1 4.66  Dusp4 7.14  Hells 6.12  Mastl 4.20 

Ccnb1-ps 4.86  E2f7 4.49  Herc6 5.50  Matn2 -5.44 

Cdc20 4.17  Ebf1 -4.45  Hid1 -5.83  Mcm10 7.74 
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Gènes 

FC 

NM203(5) 
vs H2O 

 Gènes 

FC 

NM203(5) 
vs H2O 

 Gènes 

FC 

NM203(5) 
vs H2O 

   

Mcm3 4.26  Peg3 -4.28  Slfn9 4.23    

Mcm5 6.12  Pf4 -6.99  Sned1 -8.42    

Mcm7 4.21  Phf11a 4.15  Soat2 7.50    

Mcm8 4.28  Phf11d 4.24  Sort1 -4.23    

Melk 5.27  Plekha6 -8.16  Spag5 4.00    

Mki67 4.09  Plk1 5.35  Sparcl1 -22.98    

Mlf1 4.42  Pole 4.90  Spc25 4.01    

Mmp2 -4.35  Postn -11.32  Spdl1 4.09    

Mmp9 -11.00  Ppp1r3c -5.36  Spib -12.72    

Mmrn2 -4.57  Prl2c1 20.07  Spon2 -8.61    

Mrgprf -4.47  Prl2c3 24.22  Ssu2 -5.58    

Mterf4 -7.20  Prl2c5 18.44  St3gal1 -4.10    

Mx1 4.41  Prokr1 -7.87  Steap1 6.76    

Mybl2 7.20  Psat1 4.56  Tex30 4.09    

Myc 5.72  Ptgds -19.53  Ticrr 7.82    

Mylk -6.02  Ptgs2 6.83  Timeless 4.69    

Nasp 4.11  Rab3il1 -4.40  Timp4 -12.35    

Ncam1 -4.37  Racgap1 4.65  Tk1 4.55    

Ncapg 4.76  Rad51 5.52  Tnnt1 -5.13    

Ndc80 4.90  Rad51ap1 5.79  Top2a 5.63    

Neil3 4.20  Rad54l 5.08  Tpx2 4.28    

Nek2 5.14  Rcc1 4.41  Traip 6.29    

Net1 4.87  Recql4 5.22  Trim63 -6.68    

Nlrp2 11.46  Rsad2 8.11  Trip13 6.13    

Nop56 4.78  S100b -19.23  Trpm5 -7.84    

Nrep -7.41  Saa3 30.33  Ttk 4.76    

Nsl1 5.73  Sema3g -7.09  Uhrf1 4.72    

Nuf2 4.69  Sgf29 4.15  Wfdc21 -4.3    

Oas1g 5.36  Sgo1 6.13  Xpnpep2 -5.55    

Oas3 4.55  Shcbp1 4.24  Ypel1 -4.56    

Oasl1 11.18  Shmt2 4.02  Ypel2 -4.79    

Oip5 4.58  Ska1 5.97  Zbp1 4.96    

Olfr1388 5.92  Ska3 5.27  Zwilch 5.43    

Orc1 5.85  Slc22a1 -7.77  2010204K13Rik 5.68    

Orm3 -4.41  Slc43a2 -4.72  2700099C18Rik 4.49    

Paxx -5.01  Slc9a3r2 -4.72  A230065H16Rik -14.00    

Pbk 5.39  Slc9a9 -5.62  C330020E22Rik -4.58    

Pcdhb15 -4.03  Slco2b1 -50.09       
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Tableau annexe 4 : Liste des gènes différentiellement exprimés dans les cellules Bhas 42 suite à 

l’exposition à la silice cristalline Min-U-Sil 5Ò à 20 µg/cm² en comparaison avec son témoin H2O (p-value < 
0,005 et FC >4). 

Gènes 
FC 

NM203(5) 

vs H2O 

 Gènes 
FC 

NM203(5) 

vs H2O 

 Gènes 
FC 

NM203(5) 

vs H2O 

Actn3 -4.12  Gm4836 4.20  Prokr1 -4.39 

Agt -7.32  Gper1 -4.97  Ptgds -8.39 

Akr1b7 5.65  Gsta2 5.96  Ptprv -5.73 

Aoc3 -4.26  Gsta3 8.68  Rad51ap1 4.20 

Aspn -4.52  Hells 4.25  Recql4 4.13 

Aunip 4.26  Hmgcs2 -15.04  S100b -10.15 

Avil 10.09  Ifitm1 -5.21  Saa3 15.61 

C3 -4.82  Igf2 -4.53  Sema3g -4.61 

C5ar2 4.56  Il1rl1 5.63  Sgo1 4.25 

Cacna1g -10.30  Islr -4.29  Ska3 4.17 

Car6 17.77  Itga10 -6.45  Slc43a2 -4.04 

Cdc6 5.86  Itgb7 4.53  Slc7a11 7.04 

Ces1a -5.47  Kera -6.22  Slco2b1 -20.48 

Ces1d -8.87  Kntc1 4.43  Sned1 -4.55 

Cfh -4.81  Lce1g 4.82  Sparcl1 -12.51 

Cfhr2 -4.09  Lgals7 -7.55  Spib -12.43 

Chadl -10.91  Lum -5.32  Spon2 -4.71 

Chaf1a 4.31  Maats1 12.13  Ssu2 -4.03 

Chek1 4.25  Mamstr -4.82  Steap1 5.38 

Cib3 -4.83  Mcm10 5.27  Ticrr 4.14 

Cmbl -7.04  Mcm5 4.23  Timp4 -6.34 

Col27a1 -4.70  Mep1a 4.70  Tnnt1 -4.10 

Cox6a2 4.07  Mmp3 -4.42  Tnnt3 -6.47 

Cyp2j9 -4.06  Mmp9 -5.61  Trim63 -4.23 

Ddx21 4.17  Mterf4 -5.39  Trip13 4.10 

Dtl 4.42  Myc 4.90  Xpnpep2 -4.10 

Dusp4 5.18  Mylk -4.29  A230065H16Rik -6.21 

Egfl7 -5.95  Nlrp2 7.31    

Enpp2 -5.07  Nrep -4.28    

Exo1 5.73  Orc1 4.61    

Fosl1 4.64  Orm3 -4.23    

Gdpd2 -8.46  Plekha6 -5.61    

Gen1 4.09  Postn -12.85    

Ggt5 -11.98  Prl2c1 14.78    

Gm10639 5.74  Prl2c3 19.25    

Gm4788 -4.11  Prl2c5 14.77    
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Tableau annexe 5 : Liste des gènes différentiellement exprimés dans les cellules Bhas 42 suite à 
l’exposition Au TPA en comparaison avec son témoin DMSO (p-value < 0,005 et FC >4). 

Gènes 
FC 

NM203(5) 

vs H2O 

 Gènes 
FC 

NM203(5) 

vs H2O 

 Gènes 
FC 

NM203(5) 

vs H2O 

Anln 5.03  Kif11 4.75  Sema3g -5.91 

Arhgap11a 4.61  Kif14 4.74  Sgo1 4.41 

Arhgef39 4.62  Kif20a 4.41  Shcbp1 4.03 

Aspm 4.68  Kif20b 4.61  Ska1 4.89 

Aunip 4.13  Kif23 4.63  Spag5 4.55 

Aurka 5.60  Kif2c 5.40  Sparcl1 -4.27 

Aurkb 4.09  Kif4 4.88  Spc24 4.28 

Birc5 4.51  Knl1 4.42  Spc25 4.11 

Bub1 4.40  Lgals7 -4.16  Tacc3 4.08 

Bub1b 5.47  Lum -4.28  Timp4 -15.73 

Cacna1g -4.63  Mastl 4.59  Tk1 4.07 

Ccna2 5.65  Mcm10 4.02  Top2a 5.01 

Ccnb1 4.84  Mki67 4.21  Ttk 5.42 

Ccnb1-ps 4.27  Mlana -9.10  Ube2c 4.37 

Ccnb2 4.62  Msln 4.26  Wisp2 5.76 

Cdc20 4.12  Mxd3 5.13  2700099C18Rik 4.65 

Cdc25c 4.16  Ncaph 4.08  A230065H16Rik -4.07 

Cdc45 4.12  Ndc80 5.23    

Cdca8 4.13  Neil3 4.40    

Cenpa 4.46  Nek2 4.41    

Cenpf 4.92  Nlrp2 10.24    

Cenpm 4.25  Nsl1 4.50    

Ckap2l 5.30  Nuf2 4.50    

Cmbl -4.31  Nusap1 5.75    

Cyb561 5.02  Oip5 4.96    

Depdc1a 4.42  Pbk 4.61    

Depdc1b 4.39  Pimreg 5.17    

Enpp2 -7.04  Plk1 4.28    

Espl1 4.26  Postn -16.50    

Fam83d 5.95  Prc1 4.37    

Gdpd2 -4.31  Prl2c1 11.30    

Gm8300 4.04  Prl2c3 17.45    

Hmgcs2 -13.38  Prl2c5 11.26    

Hmmr 5.20  Racgap1 4.24    

Il1rl1 4.74  Rad51ap1 4.12    

Iqgap3 5.56  Sapcd2 4.11    
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A B S T R A C T

Synthetic amorphous silica nanoparticles (SAS) are among the most widely produced and used nanomaterials,

but little is known about their carcinogenic potential. This study aims to evaluate the ability of four different

SAS, two precipitated, NM-200 and NM-201, and two pyrogenic, NM-202 and NM-203, to induce the trans-

formation process. For this, we used the recently developed in vitro Bhas 42 cell transformation assay (CTA). The

genome of the transgenic Bhas 42 cells contains several copies of the v-Ha-ras gene, making them particularly

sensitive to tumor-promoter agents. The Bhas 42 CTA, which includes an initiation assay and a promotion assay,

was validated in our laboratory using known soluble carcinogenic substances. Its suitability for particle-type

substances was verified by using quartz Min-U-Sil 5 (Min-U-Sil) and diatomaceous earth (DE) microparticles. As

expected given their known transforming properties, Min-U-Sil responded positively in the Bhas 42 CTA and DE

responded negatively. Transformation assays were performed with SAS at concentrations ranging from 2 μg/cm2

to 80 μg/cm2. Results showed that all SAS have the capacity to induce transformed foci, interestingly only in the

promotion assay, suggesting a mode of action similar to tumor-promoter substances. NM-203 exhibited trans-

forming activity at a lower concentration than the other SAS. In conclusion, this study showed for the first time

the transforming potential of different SAS, which act as tumor-promoter substances in the Bhas 42 model of cell

transformation.

1. Introduction

The worldwide production of synthetic amorphous silica nano-

particles (SAS) was estimated to be one million tons per year in 2006.

These nanomaterials are used in many industrial applications such as

chemistry, pharmaceuticals, cosmetics and foods [1]. Two main forms

of SAS are produced in industries: precipitated SAS, obtained by acid-

ification of sodium silicate under wet conditions; and pyrogenic SAS,

obtained by hydrolysis of SiCl4 at high temperature [2]. Because of

their amorphous crystal phase, SAS belong to the group of silica par-

ticles that are not classifiable as to their carcinogenicity to humans

(Group 3), according to the International Agency for Research of Cancer

(IARC) [3]. However, there is a lack of information about the cancer

risk associated with SAS exposure. A full assessment of the hazards and

risks for producers and users of these nanomaterials is therefore ne-

cessary.

Several in vitro and in vivo studies have reported cytotoxic and

inflammatory effects induced by SAS of various origins and character-

istics [2,4]. Data on the genotoxic properties of SAS, mostly assessed by

the comet assay for detecting DNA damage or by the micronucleus

assay for chromosomal damage, are however less clear. Generally, po-

sitive responses in genotoxicity assays are reported more frequently in

vitro [5–9] than in vivo [10–12]. However, in vitro results remain quite

variable and depend on the physical and chemical characteristics of the

SAS and the cell type used. On the other hand, little is known about the

carcinogenic potential of SAS. To our knowledge, only one long-term

carcinogenesis study in rats and one in vitro study using a cell trans-

formation assay (CTA) have been published to date [13,14].

The aim of the present study was to investigate the capacity of four

different SAS (NM-200, NM-201, NM-202 and NM-203) to induce cell

transformation. We therefore used the in vitro Bhas 42 CTA, which was

recently the subject of a guidance document produced by the

Organization for Economic Cooperation and Development (OECD)

[15].

The principle of this assay is the following [15,16]: the transgenic

Bhas 42 cell line, established from Balb/c 3T3 cells, contains several

copies of the v-Ha-ras gene. Similar to the parental Balb/c 3T3 cells,

untransformed Bhas 42 cells grow to confluence forming a density-
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dependent contact-inhibited monolayer. However, after exposure to

transforming stimuli, such cells become morphologically altered and

form discrete colonies, referred to as transformed foci, atop the con-

fluent monolayer. Interestingly, because they contain an activated on-

cogene, Bhas 42 cells can respond to tumor-promoter substances

without undergoing preliminary treatment with an initiating substance,

in contrast with other two-stage cell transformation models. Further-

more, tumor-initiator substances can also transform Bhas 42 cells, for

example, by inducing mutation of transformation-related genes (onco-

genes and/or tumor suppressor genes). Based on this, the Bhas 42 CTA

two transformation assays were performed in parallel (Fig. 1). In the

initiation assay, cells are seeded at low density and then treated once

during the cell-growth phase (from Day 1 to Day 4). Cells are allowed to

replicate and are then fixed and stained on Day 21 after plating for

evaluation of the resulting transformed foci. These seeding and treat-

ment conditions enable DNA damage and mutation fixation and favor

the initiating activity of chemicals. In the promotion assay, cells are

seeded at higher density. A first treatment is started at sub-confluence

and is then repeated twice during a 10 day period (from Day 4 to Day

14). As in the initiation assay, the cells are then fixed and stained on

Day 21 after plating. These conditions allow cell-to-cell communication

and favor the promoting activity of chemicals. Thus, Bhas 42 cells can

be used not only for the screening of chemicals with transforming ac-

tivity but also for studying mechanisms of cell transformation.

In the present study, the suitability of the Bhas 42 CTA for particle-

type substances was assessed using crystalline (quartz Min-U-Sil 5) and

amorphous (diatomaceous earth) silica microparticles that have been

previously evaluated for their transforming activity in the Syrian

hamster embryonic (SHE) CTA [17,18].

2. Materials and methods

2.1. Particles

SAS (NM-200, NM-201, NM-202, and NM-203) were obtained from

the Joint Research Centre nanomaterials repository (Ispra, Italy). Min-

U-Sil 5 (Min-U-Sil) was obtained from US Silica Co. (Berkeley).

Diatomaceous earth (DE) was obtained from CECA (Paris, France). A

thorough physical and chemical characterisation of SAS batches was

conducted in a previous study [19] (Table 1). Min-U-Sil and DE batches

have also been characterised previously [17].

2.2. Cell culture

Bhas 42 cells were established from the v-Ha-ras-transfected BALB/c

3T3 cells by Sasaki et al. [20]. Frozen Bhas 42 cells at passage 19 were

obtained from Harlan Laboratories (Rossdorf, Germany). In order to

generate a large batch of cells from the same pool, the cells were cul-

tivated in Eagle’s minimum essential medium (Invitrogen, France),

supplemented with 1% antibiotic (Streptomycin and Penicillin, In-

vitrogen) and 10% fetal bovine serum (FBS, Dutscher, France) (M10F)

in a humidified 5% CO2 incubator at 37 °C. When the cultures reached

about 70% confluence, they were subcultured using 0.25% trypsin

(Invitrogen). Within two passages after thawing, the cultured cells were

suspended at 5 × 105 cells/mL in fresh M10F containing 5% dimethyl

sulfoxide (DMSO, Sigma Aldrich, France), frozen in 0.5 mL volumes at

−80 °C and stored in liquid nitrogen. All CTA performed in this study

used this frozen batch of cells (passage 22), which was confirmed to be

free from mycoplasma contamination. Dulbecco’s modified Eagle’s

medium/Ham’s F12 (Invitrogen) supplemented with 1% antibiotic and

5% FBS (DF5F) was used for CTA. The batch of FBS used throughout

this study was pre-screened to produce a minimal number of trans-

formed foci in the Bhas 42 cells treated with the solvent control, DMSO,

and a substantially elevated number of transformed foci in the cells

treated with positive controls, 3-methylcholanthrene (MCA, Sigma Al-

drich) at 1 μg/mL in the initiation assay or 12-O-tetradecanoylphorbol-

13-acetate (TPA, Sigma Aldrich) at 0.05 μg/mL in the promotion assay

[15].

2.3. Cell treatment with particles

Particle powders were mixed in a 20 mL glass vial with sterile de-

ionized water. The concentration of particles was adjusted to 4.8 mg/

mL for Min-U-Sil and 19.2 mg/mL for DE and SAS. The tube was placed

in the cup horn of a 400 W Branson Sonifier S-450D (Branson

Ultrasonics Corp, Danbury, CT) containing ice-cold water and then

sonicated for 5 min at 10% amplitude. Particle size distribution was

analysed by dynamic light scattering (DLS), using a Malvern Nano ZS

(Malvern Inc., UK), immediately after preparation. For cell treatment,

serial dilutions were prepared in sterile de-ionized water from the so-

nicated suspension. An appropriate volume of each of these prepara-

tions was diluted ten times for Min-U-Sil and fifty times for DE and SAS

in DF5F (see Section 2.4). Final particle concentrations were expressed

as mass per cell culture surface area. The concentrations were tested

ranged from 5 μg/cm2 to 100 μg/cm2 for Min-U-Sil and from 2 μg/cm2

to 80 μg/cm2 for DE and SAS.

2.4. CTA and concurrent cell growth assays

The CTA and concurrent cell growth assays in their six-well format

were performed in accordance with the recommendations of the OECD

[15]. The protocol is based on an initiation assay and a promotion assay

and is illustrated in Fig. 1. One tube of the frozen Bhas 42 cells (passage

22) was thawed and grown in M10F up to about 70% confluence and

then subcultured in DF5F to reach about 70% confluence again. The

cells were trypsinised and suspended either at a density of 2000 cells/

ml for seeding in 2 mL volume intended for the initiation assay (4000

cells/well, Day 0), or at a density of 7000 cells/ml for seeding in 2 mL

volume intended for the promotion assay (14,000 cells/well, Day 0). In

the initiation assay, the cells were treated 24 h after seeding (Day 1) by

the addition of a particle suspension, MCA solution (1 mg/mL), or the

vehicles (sterile de-ionized water or DMSO). The treatment was con-

tinued for 72 h (Day 4). Next, all treatment media were removed, and

the cells were post-cultivated in fresh medium until Day 21, receiving

Fig. 1. Schematic representation of the Bhas 42 cell transformation assay,

which includes the initiation and the promotion assay. Cytotoxic effect was

assessed by cell growth assays performed on Day 7. On Day 21, cells were

fixed with ethanol and stained with Giemsa solution and transformed foci

were analysed under a microscope.
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medium exchanges on Day 7, Day 10 and Day 14. In the promotion

assay, the cells were cultured after seeding for four days without a

medium exchange. In the regular CTA promotion assay (Fig. 1), the

culture medium was replaced on Day 4, Day 7, and Day 10 with a fresh

medium containing particle suspensions, TPA solution (0.05 mg/mL) or

the vehicles, and the treatment in the promotion phase was continued

until Day 14 (for a total of 10 days). Observations of the cell cultures

under a microscope showed that the majority of the tested particles

were removed after each culture medium change. The cells were then

cultured in the normal medium without the test chemical for one week

until Day 21. A modified CTA promotion assay was also performed, in

which cells were treated for three days only once, on Day 4. The cells

were then post-cultivated in fresh medium until Day 21, receiving

medium exchanges on Day 7, Day 10 and Day 14. For all CTA, the cells

were fixed with ethanol and stained with a 5% Giemsa solution (Fisher,

France) on Day 21 and the transformed foci were evaluated according

to the morphological criteria recommended by OECD [15]. For each

experiment, the mean of the number of transformed foci per treatment

group was determined from the six replicate wells. Statistical analysis

was performed on results obtained from three independent experi-

ments. CTA results were considered positive when there were two or

more sequential concentrations that induced statistically significant

increases in the number of transformed foci, and negative when no

concentration showed a statistically significant increase in foci.

Cell growth assays were performed on Day 7. The colorimetric

method (with crystal violet) recommended by OECD [15] could not be

applied to cultures treated with nano- or microparticles because the

presence of particle agglomerates in wells interfered with the measure

of the optical density. The Trypan-Blue exclusion method was used as

alternative method. In a single well dedicated to the growth assay, cells

were recovered using 0.25% trypsin, stained with 0.1% Trypan-Blue

solution (Sigma-Aldrich), and then counted under a microscope using a

Nageotte hemocytometer. The relative cell growth of cultures treated

with particles was calculated as follows:

Relative cell growth (%) = [(Treatment)/(Control)] x 100

where “Treatment” and “Control” refer to the number of viable cells

counted in each treatment group and the vehicle control group, re-

spectively. The concentration of particles used to assess their transfor-

mation activity was selected according to the results of two in-

dependent cell growth assays. These concentrations ranged from little

or no toxicity to the highest acceptable level of toxicity (less than 20%

survival compared to the vehicle control) [15]. The maximum particle

concentration did not exceed 80 or 100 μg/cm2 in any case because the

higher concentrations could have smothered cell cultures.

2.5. Statistical analysis

Data are given as a mean ± standard deviation (mean ± SD).

Statistical analyses were performed using Stata 14.0 software. A loga-

rithmic transformation was applied to the data. The mixed linear re-

gression model was used to test the “dose” fixed effect, including a

random effect “experience”. A multiple comparisons post hoc test (with

Bonferroni correction) was applied to test the difference between con-

trol and different levels of doses. The statistical significant level was set

to 5%.

3. Results

3.1. Transforming effect of MCA and TPA

MCA (1 μg/mL) and TPA (0.05 μg/mL) were used as positive con-

trols in all cell transformation assays performed with silica micro- and

nanoparticles. In this study, the average number of transformed foci per

well induced by MCA in initiation assays was 13.2 ± 3.1, versus

3.2 ± 1.6 transformed foci in the control (0.1% DMSO), and the

average number of transformed foci per well induced by TPA in pro-

motion assays was 14.9 ± 3.0, versus 5.7 ± 2.0 transformed foci in

the control (0.1% DMSO). Images of transformed foci obtained from

CTA are shown in Fig. S1 in the online version at DOI: http://dx.doi.

org/10.1016/j.mrgentox.2017.08.002.

3.2. Transforming effect of Min-U-Sil and DE

Bhas 42 CTA results are shown in Fig. 2 and photographs of re-

presentative CTA are shown in Fig. S2 in the online version at DOI:

http://dx.doi.org/10.1016/j.mrgentox.2017.08.002. Min-U-Sil induced

a decrease in cell proliferation in a concentration-dependant manner in

the initiation assay, with a 50% inhibitory concentration (IC50) of

around 20 μg/cm2. In contrast, the IC50 was not reached in the

promotion assay. DE induced a decrease in cell proliferation in a

concentration-dependant manner in the initiation assay with an IC50 of

around 20 μg/cm2. In the promotion assay the IC50 was reached at

80 μg/cm2.

In the initiation assay, Min-U-Sil treatment did not increase the

number of transformed foci compared to the control. In the promotion

conditions, however, Min-U-Sil treatment induced cell transformation,

producing a bell-shaped response with a lowest observed adverse effect

level (LOAEL) at 15 μg/cm2. In contrast, DE did not show any trans-

forming activity at any of the concentrations tested in the initiation and

promotion assays. On the contrary, the number of transformed foci

decreased with the increase of particle concentrations.

Table 1

Physical characteristics of silica particles used in this study.

Silica a Origin Main phase Primary particle sizeb Impurities (wt%)c BET SSA (m2/

g)d
DLSe

Z-average in Water (nm) Polydispersity index

NM-200 Precipitated Amorphous 18.3 ± 4.5 nm Al (0.87); Na (0.88); S (0.46) 189 NDf ND

NM-201 Precipitated Amorphous 18.0 ± 1.0 nm Al (0.74); Na (0.44); S (0.46) 140 252.9 ± 11.3 0.583 ± 0.019

NM-202 Pyrogenic Amorphous 17.7 ± 2.5 nm Al (0.45); Ca (0.18) 204 232.8 ± 7.3 0.441 ± 0.012

NM-203 Pyrogenic Amorphous 24.7 ± 17.7 nm Al (0.43); S (0.04) 204 318.7 ± 4.9 0.423 ± 0.026

Min-U-Sil Natural Crystalline 1.33 ± 0.85 μm Al (0.16); Fe (0.05); Ca (0.04); Mg (0.01) 5 1385.7 ± 377.0 0.318 ± 0.130

DE Natural Amorphous 1.35 ± 1.48 μm Al (1.4); Fe (1.3); Ca (2.2); Ti (0.3); Mg (0.2) 20 ND ND

a With the exception of DLS data, detailed physical and chemical characterizations are available in [19] for SAS and [17] for Min-U-Sil and DE.
b Primary size was determined by transmission electron microscopy.
c Impurities were determined by energy dispersive spectrometry for SAS and by inductively coupled plasma spectrometry for Min-U-Sil and DE.
d The BET (Brunauer-Emmet-Teller) specific surface area (SSA) was determined by nitrogen adsorption.
e Dynamic light scattering (DLS) was performed using a Nanozetasizer (Malvern). Samples were dispersed in water as described in the Materials and Methods section. Values represent

the mean ± standard deviation of three DLS analyses.
f Not determined, data obtained by DLS analysis did not meet the quality criteria.
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3.3. Transforming effect of SAS

Bhas 42 CTA results are shown in Fig. 3 and images of re-

presentative CTA are shown in Fig. S2 in the online version at DOI:

http://dx.doi.org/10.1016/j.mrgentox.2017.08.002. With the

exception of NM-200 treatment in the initiation assay, all SAS

decreased cell proliferation in a concentration-dependant manner in

both the initiation and promotion assay. In the initiation assay, the IC50

were around 40 μg/cm2 for NM-201 and NM-202, and around 20 μg/

cm2 for NM-203. In the promotion assay, NM-202 and NM-203 showed

the lowest IC50, at around 20 μg/cm2, while for NM-200 and NM-201,

the IC50 was reached at 80 μg/cm2.

In the initiation assay, none of the SAS substantially increased the

number of transformed foci compared to the control. In contrast, in the

promotion assay, the four SAS significantly increased the number of

transformed foci at least two sequential concentrations. A bell-shaped

pattern of cell transformation was observed for all SAS. The LOAEL for

cell transformation was observed at 2 μg/cm2 for NM-203, 10 μg/cm2

for NM-200 and NM-202 and 20 μg/cm2 for NM-201.

3.4. Transforming effect of Min-U-Sil and NM-203 in the promotion assay

performed with a single treatment

The Transforming activity of Min-U-Sil and NM-203 were tested in a

modified promotion assay, in which Bhas 42 cells were treated only on

Day 4 (Fig. 4). Under these experimental conditions, both treatments

increased the average number of transformed foci compared to the

control, but at a lower magnitude than under the conditions of the

regular promotion assay (with three sets of treatment as shown in

Figs. 2 and 3). The LOAEL for cell transformation was observed at

20 μg/cm2 for Min-U-Sil and at 5 μg/cm2 for NM-203.

4. Discussion

Few data are available on the carcinogenic potential of SAS. To our

knowledge, only one in vivo carcinogenesis study is reported in the

literature. This study showed that five repeated intratracheal instilla-

tions of SAS in rats (3 mg per instillation) increased the incidence of

lung tumours [13]. Interestingly, the characteristics of the SAS used in

the study of [13] were very similar to NM-203. On the other hand, an in

vitro cell transformation assay using Balb/c 3T3 cells showed no

transforming activities for different SAS, including NM-200 and NM-

203 [14].

In the present study, we used an in vitro model of cell transforma-

tion; the transgenic Bhas 42 cells that are particularly sensitive to

tumor-promoter substances but also being sensitive to tumor-initiator

substances [16]. A validation study covering 98 chemicals established

an 84% specificity of the Bhas 42 CTA towards carcinogens and non-

carcinogens [21].

In this study, the numbers of transformed foci obtained in control

culture and in treated culture (MCA in the initiation assay and TPA in

the promotion assay) were in agreement with those previously pub-

lished [21,22]. At the beginning of our study, the Bhas 42 CTA had not

yet been tested with particle-type substances. Thus, we first submitted

the assay to a known carcinogenic silica (Min-U-Sil) and to an amor-

phous silica (DE) so far not classified as carcinogenic [3,23]. As ex-

pected, the Bhas 42 CTA was also able to detect the transforming ac-

tivity of Min-U-Sil, but interestingly only in the promotion assay. DE

treatment did not induce cell transformation, but decreased the number

of transformed foci in the initiation and promotion assays. Other non-

carcinogen chemicals such as L-ascorbic acid or caffeine have been

found to lower the number of spontaneous transformed Bhas 42 foci

[21]. Nevertheless, the fact that DE did not induce cell transformation

in the Bhas 42 assay strongly supports its specificity towards particle-

type substances.

In this study, we focused on the transforming potential of re-

presentatives of pyrogenic or precipitated SAS produced in industry.

Interestingly, the same batches of SAS were evaluated for their tox-

icological effect in previous in vivo or in vitro studies. All four SAS were

able to cause lung inflammation in rats by intratracheal instillation, but

did not induce any DNA damage, neither in the lung nor in other sec-

ondary organs [11]. Similarly, none of them induced DNA damage in

different tissues of rats exposed by gavage. However, a weak genotoxic

effect was detected by the micronucleus assay in colon cells from rats

treated by gavage with the two pyrogenic silica nanoparticles (NM-202

and NM-203) [12]. On the other hand, the four silica nanoparticles that

we used were unable to induce in vitro micronuclei in human lym-

phocytes [8], and micronucleus assays were negative in Balb/c 3T3

exposed to NM-200 or NM-203 [14].

To our knowledge, our study is the first study to have shown the in

Fig. 2. Results of initiation and promotion Bhas 42

CTA (histogram, n = 6, * p < 0.05) and cell growth

assays (curve, # p < 0.05) on Min-U-Sil and diato-

maceous earth (DE). C: control (treatment with 10%

H2O for Min-U-Sil or 2% H2O for DE). Results are

expressed as the mean ± SD of three independent

experiments for CTA or two independent experi-

ments for cell growth assays.
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vitro transforming activity of SAS. Cell proliferation assays indicated

higher levels of cytotoxicity for the pyrogenic SAS (NM-202 and NM-

203) compared to the precipitated SAS. Interestingly, Tavares et al. did

not observe any cytotoxic activity after 30 h treatment in human lym-

phocytes with any of the four SAS [8]. In our study, all SAS exhibited a

bell-shaped-patterned transforming effect in the promotion assay. The

decrease in cell transformation observed at the highest concentration of

SAS can probably be explained by more pronounced growth inhibition

after 21 days of culture, which is emphasised by the application of three

sets of treatment. This type of pattern has also been observed for soluble

transforming substances in the Bhas 42 CTA [15,21]. Of the four SAS

tested in the Bhas 42 CTA, NM-203, having induced cell transformation

at the lowest concentration (2 μg/cm2), appeared to have the highest

transforming potency. Rasmussen et al. reported that NM 203 particle

Fig. 3. Results of initiation and promotion Bhas 42

CTA (histogram, n = 6, *p < 0.05) and cell growth

assays (curve, # p < 0.05) on SAS. C: control

(treatment with 2% H2O). SAS: synthetic amorphous

silica nanoparticles. Results are expressed as the

mean ± SD of three independent experiments for

CTA or two independent experiments for cell growth

assays.

Fig. 4. Results of the modified promotion Bhas 42

CTA (treatment on Day 4 only) (histogram, n = 6,

*p < 0.05) on Min-U-Sil and NM203. C: control

(treatment with 10% H2O for Min-U-Sil or 2% H2O

for NM-203). Results are expressed as the

mean ± SD of three independent experiments for

CTA.
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aggregates possessed a particularly complex fractal structure that is

associated with high production of oxygen species in aqueous solution

[19]. This observation could explain the differential transforming effect

of NM-203 compared to the other SAS.

Like with Min-U-Sil, the transforming effect of the four SAS was only

detected under experimental conditions of promotion. On the other

hand, the absence of any transforming effects of SAS in the initiation

assay is consistent with the lack of genotoxicity of NM-200 or NM-203

previously shown in the Balb/c 3T3 cells [14]. Together, these ob-

servations suggest that the mode of action of SAS is similar to that of

tumor-promoter agents. In order to test this hypothesis, we modified

the promotion assay, performing only a single treatment of Min-U-Sil or

NM-203 instead of the usual three sets of treatment. We observed that

Min-U-Sil and NM-203 were still capable of inducing cell transforma-

tion, but at a lower magnitude than in the original procedure. This

demonstrated the importance of the role of cell confluence at the time

of treatment with either type of silica particles; cell confluence was

much higher under the promotion conditions than it was under the

initiation conditions, where no transformation effect was detected. As

the authors of the Bhas 42 CTA point out, cell confluence favours in-

tercellular communication, which is recognised as a key factor of pro-

motion mechanisms in carcinogenesis processes [15]. The experiment

also showed that in the context of the original promotion assay, the first

of the three treatments with Min-U-Sil or NM-203 was sufficient to

trigger a cell transformation process. When a single treatment is per-

formed, the promotion mechanism is probably maintained by the per-

sistence of particle uptake throughout the assay.

Some studies have shown that high levels of SAS airborne particles

can be found in situations of occupational exposure [24,25]. However,

based on an estimation derived from human tolerable levels, Mur-

ugadoss et al. concluded that relevant SAS concentrations for in vitro

assays should not exceed 384 μg/cm2 [26]. Although it is generally

difficult to extrapolate the in vitro dose to the in vivo status, SAS

concentrations used in this study (ranging from 2 μg/cm2 to 80 μg/cm2)

could be considered as physiologically relevant.

In conclusion, this study has shown, for the first time, the trans-

forming potential of different SAS. We employed a promising model of

cell transformation, the Bhas 42 CTA, which was designed for the de-

tection of tumor-promoter agents. Further studies are now needed to

understand, at the molecular level, the mechanisms of promotion in-

volved in the transforming effect of SAS, such as epigenetic events.
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Figures in Supplementary data. 

 

Figure S.1: Representative cell cultures obtained on Day 21 from CTA performed with 3-

methylcholanthrene (MCA) in the initiation assay or 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate 

(TPA) in the promotion assay. Treatments with 0.1% dimethyl sulfoxide (DMSO) were used as 

the negative control. 

 

Figure S.2: Representative cell cultures obtained on Day 21 from CTA performed with DE, 

Min-U-Sil or SAS in the initiation assay and in the promotion assay. Treatments with 2% H2O 

were used as negative controls in all CTA except for Min-U-Sil, for which the negative control 

was 10% H2O (not shown). 



Full Terms & Conditions of access and use can be found at
http://www.tandfonline.com/action/journalInformation?journalCode=inan20

Download by: [INRS Inst Nat de Recherche et de] Date: 29 September 2017, At: 03:15

Nanotoxicology

ISSN: 1743-5390 (Print) 1743-5404 (Online) Journal homepage: http://www.tandfonline.com/loi/inan20

Epigenetic changes in the early stage of silica-
induced cell transformation

Carole Seidel, Anaïs Kirsch, Caroline Fontana, Athanase Visvikis, Aurélie
Remy, Laurent Gaté, Christian Darne & Yves Guichard

To cite this article: Carole Seidel, Anaïs Kirsch, Caroline Fontana, Athanase Visvikis, Aurélie
Remy, Laurent Gaté, Christian Darne & Yves Guichard (2017): Epigenetic changes in the early
stage of silica-induced cell transformation, Nanotoxicology, DOI: 10.1080/17435390.2017.1382599

To link to this article:  http://dx.doi.org/10.1080/17435390.2017.1382599

View supplementary material 

Published online: 28 Sep 2017.

Submit your article to this journal 

View related articles 

View Crossmark data



ORIGINAL ARTICLE

Epigenetic changes in the early stage of silica-induced cell transformation
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ABSTRACT

The increasing use of nanomaterials in numerous domains has led to growing concern about
their potential toxicological properties, and the potential risk to human health posed by silica
nanoparticles remains under debate. Recent studies proposed that these particles could alter
gene expression through the modulation of epigenetic marks, and the possible relationship
between particle exposure and these mechanisms could represent a critical factor in carcinogen-
icity. In this study, using the Bhas 42 cell model, we compare the effects of exposure to two
transforming particles, a pyrogenic amorphous silica nanoparticle NM-203 to those of the crystal-
line silica particle Min-U-Sil

VR
5. Short-term treatment by Min-U-Sil

VR
5 decreased global DNA

methylation and increased the expression of the two de novo DNMTs, DNMT3a and DNMT3b.
NM-203 treatment affected neither the expression of these enzymes nor DNA methylation.
Moreover, modified global histone H4 acetylation status and HDAC protein levels were observed
only in the Min-U-Sil

VR
5-treated cells. Finally, both types of particle treatment induced strong

c-Myc expression in the early stage of cell transformation and this correlated with enrichment in
RNA polymerase II as well as histone active marks on its promoter. Lastly, almost all parameters
that were modulated in the early stage were restored in transformed cells suggesting their
involvement mainly in the first steps of cell transformation.
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Introduction

Over the last decades, the use of nanomaterials has

emerged in industrial and medical domains for their

particular physicochemical properties. However, the

potential risks for human health posed by nanopar-

ticles are not fully known and remain under debate,

in part due to difficulties in evaluating the fre-

quency, duration and concentrations of human

exposure. An increasing number of studies have

been devoted to the evaluation of nanomaterial

toxicity. However, the general toxicological profiles

of nanomaterials are complex to define due to dif-

ferences in their physicochemical properties

(Bakand and Hayes 2016). The International Agency

for Research on Cancer (IARC) has classified several

particles, including crystalline silica particles, as car-

cinogens for humans, whereas amorphous silica par-

ticles, such as silica nanoparticles, have been

classified in Group 3 (not classifiable as to its car-

cinogenicity to humans) (International Agency for

Research on Cancer 1997). Numerous epidemio-

logical, in vivo and in vitro studies using crystalline

silica have shown accumulation and activation of

macrophages, an increase in neutrophils, the release

of chemokines, and inflammation (Johnston et al.

2000; Mischler et al. 2016). In addition, silica par-

ticles can induce oxidative stress leading to DNA

damage and are responsible for gene silencing

through DNA methylation of genes involved in cell

cycle regulation (Belinsky et al. 2002; Deshpande,

Narayanan, and Lehnert 2002; Knaapen et al. 2002).

While treatment by the crystalline silica micropar-

ticle Min-U-Sil
VR
5 induced in vitro neoplastic trans-

formation, treatment by amorphous silica

nanoparticles did not induce BALB/3T3 or SHE cell

transformation (Darne et al. 2016; Saffiotti and
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Ahmed 1995; Uboldi et al. 2012). However, recent

studies described that synthetic amorphous silica

nanoparticles induce in in vitro models oxidative

stress and genotoxic effects or in in vivo models cel-

lular cell death and fibrosis (Guichard et al. 2016;

Murugadoss et al. 2017). Moreover, nanosilica par-

ticle treatments provoked epigenetic changes

including changes in global DNA methylation, in

methylation of specific sequences such as pro-

moters of tumor suppressor genes or transposable

elements, and in DNA methyltransferase (DNMT)

expression (Bhattacharjee and Paul 2016; Di Cristo

et al. 2016; Gong et al. 2012; Gong et al. 2010; Lu

et al. 2016; Stoccoro et al. 2013). We have recently

shown that Min-U-Sil
VR
5 and NM-203 induce trans-

formation in Bhas 42 cell model under promotion

conditions (Fontana et al. 2017).

Carcinogenetic processes include aberrant epi-

genetic modifications that are involved in the estab-

lishment and maintenance of altered cellular

phenotypes (Wilting and Dannenberg 2012).

Epigenetic modifications, such as DNA methylation

and histone post-translational modifications, regu-

late the chromatin dynamics leading to the reprog-

raming of gene expression. An open chromatin

state is induced by, among others, an increase in

histone acetylation, methylation of specific histone

residues and DNA hypomethylation, allowing the

recruitment of transcription factors, RNA polymer-

ase, and other proteins that promote gene

transcription (Geiman and Robertson 2002). On the

other hand, compaction of chromatin, thought to

lead to transcription inhibition, is associated with

histone hypoacetylation and an increase in DNA

methylation. Aberrant DNA methylation and histone

modifications appear to be early events in tumori-

genesis and result from alterations in the activity of

chromatin-modifying enzymes. It is generally

accepted that global DNA hypomethylation in can-

cer cells is related to a lack of DNA methylation

maintenance by DNMT1, leading to genome

instability and increased expression of genes

involved in invasion and metastasis (Gama-Sosa

et al. 1983). In contrast, the repression of tumor

suppressor genes seems to be a consequence of an

overexpression of the de novo DNMTs, DNMT3a and

DNM3b, which are responsible for hypermethylation

of their promoters (Weber et al. 2005). Cancer cells

also show altered patterns of histone post-transla-

tional modifications, and down or up-regulation of

the enzymes involved can also appear early in

tumorigenesis. For example, Wilting and

Dannenberg (2012) observed that disturbance of

the expression and/or activity of histone deacetylase

(HDAC) isoenzymes led to a disruption in the bal-

ance between histone acetyltransferase (HAT) and

HDAC activity, which was shown to be associated

with cellular transformation. HDAC overexpression

could lead to histone hypoacetylation associated

with inhibition of tumor suppressor gene expression

(Bradbury et al. 2005).

Among the oncogenes responsible for cell trans-

formation, c-myc gene overexpression has been

widely observed in various cancer types (20% of

human cancers) and has been associated with

aggressiveness and poor prognosis (Pelengaris,

Khan, and Evan 2002). The alteration of c-myc

expression in tumor cells could be a consequence

of multiple mechanisms, such as chromosome trans-

location, mutations, gene amplification or modifica-

tion of histone acetylation on its promoter (Koenig

et al. 2010; Pelengaris, Khan, and Evan 2002). The c-

myc gene codes a transcription factor that, when it

heterodimerizes with its partner protein Max, binds

to specific DNA sequences (e.g. the E-box sequence)

and promotes gene expression (Pelengaris, Khan,

and Evan 2002). The transcription factor c-Myc

might also repress transcription through interaction

with other factors such as Sp1 (Gartel et al. 2001).

Consequently, the expression of 10–15% of all the

genes transcribed by RNA polymerase II is con-

trolled by c-Myc, including genes that are involved

in cell growth and proliferation, regulation of meta-

bolic pathways, cell differentiation, apoptosis, pro-

tein synthesis, cell adhesion, angiogenesis, and

other processes (Lin et al. 2012; O’Connell et al.

2003).

The aim of this study was to investigate epigen-

etic modifications induced by silica particles during

the early stage of the cell transformation process.

An amorphous silica nanoparticle (NM-203), one of

the representative silica nanomaterials produced in

industry, was tested alongside Min-U-Sil
VR
5, a crys-

talline silica particle often used as a benchmark par-

ticle in toxicological studies such as cell

transformation assay. We used the in vitro Bhas 42

cell transformation assay developed by Sasaki,

2 C. SEIDEL ET AL.
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Mizusawa, and Ishidate (1988), which was recently

the subject of an Organization for Economic

Cooperation and Development (OECD) guidance

document (OECD 2016; Sasaki, Mizusawa, and

Ishidate 1988). The effects of silica particles on glo-

bal DNA methylation and histone acetylation, as

well as on expression of enzymes involved in epi-

genetic modifications, were characterized. The

impact of these epigenetic marks on the expression

of c-Myc was also investigated, focusing on the

occupancy of the promoter by RNA polymerase II as

well as on enrichment of histone active marks.

Materials and methods

Compounds and particles

Min-U-Sil
VR

5 was obtained from US Silica Co.

(Berkeley Springs, WV), whereas NM-203 was obtained

from the Joint Research Centre nanomaterials reposi-

tory (Ispra, Italy). Particles were dispersed in sterile

water and sonicated for 5min at 10% amplitude

using a Branson Sonifier S-450 D equipped with a

cup-horn device (Branson Ultrasonics Crop., Danbury,

CT). The physical and chemical characteristics of the

silica samples are presented in Supplementary Table

S1 (Elias et al. 2006; Rasmussen et al. 2013). 3-

Methylcholanthrene (MCA, Sigma-Aldrich, Saint

Quentin Fallavier, France, ref# 213942), 12-O-tetrade-

canoylphorbol-13-acetate (TPA, Sigma-Aldrich, ref#

1585), suberoylanilide hydroxamic acid (Sigma-

Aldrich, ref# SML0061) and 5-aza-20-deoxycytidine

(Sigma-Aldrich, ref# A3656) were dissolved in DMSO.

Cell culture and treatments

The Bhas 42 cell line was obtained from Harlan

Laboratories (Rossdorf, Germany). Bhas 42 cells are

issued from the stable transfection of BALB/3T3/A31-

1-1 cells with v-Ha-ras (Sasaki, Mizusawa, and Ishidate

1988). Cells were maintained in a DMEM/HamF12

(1:1) culture medium (GibcoTM, Thermo Fisher

Scientific, Villebon sur Yvette, France) containing 1%

antibiotic (streptomycin and penicillin, GibcoTM) and

5% fetal calf serum (Hyclone), at 37 �C in a humid

atmosphere with 5% CO2. Cells were seeded at

15� 107 cells/cm2 and treated with particle concen-

trations of 15 and 25 mg/cm2 for Min-U-Sil
VR
5 or 2 and

5 mg/cm2 for NM-203. The cell treatment schedule for

the transformation assay is presented in Figure 1. Cell

pellets were collected on Day 6 (D6). Foci were iso-

lated and cultured on Day 21 (D21), and cell pellets

were collected on Day 29 (D29).

Western blot analysis

Total protein and histone extractions were per-

formed as previously described (Seidel et al. 2014).

Proteins were separated on polyacrylamide gradient

gels (4–20% CriterionTM Tris-Glycine eXtended Stain-

Free Protein Gel, BioRad, Marnes-la-Coquette,

France) and transferred onto polyvinylidene difluor-

ide (PVDF) membranes (BioRad). Membranes were

incubated sequentially with blocking agent for 1 h

at room temperature, then the primary antibody

overnight at 4 �C and finally the secondary antibody

for 1 h at room temperature (Supplementary Table

S2). The loading controls were b-actin and

Coomassie blue staining (Merck, Molsheim, France)

for total proteins and histones, respectively. Western

blot quantifications were performed using Image

Lab (ChemiDocTM system, BioRad) and results were

reported relative to the vehicle control.

DNA methylation analysis by ELISA

Genomic DNA was extracted from treated cells

using the Wizard Genomic DNA kit (Promega,

Figure 1. Treatment of Bhas 42 cells by Min-U-Sil
VR
5 and NM-203. Cells were seeded on D0, treated on D4, D7 and D10 (red

arrows) and the medium was changed on D14. Cell pellets were collected on D6. Giemsa staining was carried out on foci on D21
and foci were isolated. Selected cells were cultured and cell pellets were collected on D29.
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Charbonni�eres-les-Bains, France). Global DNA methy-

lation assays were performed according to the man-

ufacturer’s instructions (5-methylcytosine DNA ELISA

kit, Enzo
VR
). Percentages of 5-methylcytosine were cal-

culated using a standard curve.

Gene expression analysis by RT-qPCR

Total RNA was extracted using the RNeasy Plus Mini

Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) according to the

manufacturer’s instructions. Total RNA (500 ng) was

reverse-transcribed with iScriptTM cDNA synthesis Kit

(BioRad) following the manufacturer’s protocol.

Real-time PCR was performed with CFX96 TouchTM

(BioRad) in the presence of iQTM SYBR
VR

Green

Supermix (BioRad) and 2.5 mM of primers

(Eurogentec, Angers, France; primer sequences are

provided in Supplementary Table S3). No template

control was carried out on each PCR mixture.

Amplification was performed as follows: 5min at

95 �C, 35� (15 s at 95 �C and 60 s at 60 �C). PCR

results were analyzed using the 2�DDCq method.

The fold change of a target gene is expressed as

treated cells with respect to vehicle control cells

relative to four housekeeping genes (b-actin, a-tubu-

lin, Gapdh and Tbp).

Chromatin immunoprecipitation

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) was per-

formed as previously described (Seidel et al. 2014),

using primers to target c-myc promoter, a negative

region (neg) and the second exon of the c-myc

gene (e2) (Eurogentec; primer sequences are pro-

vided in Supplementary Table S3) and the

following antibodies: RNA polymerase II, H3K4me3,

H3K4Ac, H3K9Ac, H3K27Ac and 5-methylcytosine

(Supplementary Table S2).

Statistical analyses

Statistical analyzes were performed using Stata 14.0

software (StataCorp LP, College Station, TX). A loga-

rithmic transformation was applied to the data. A

mixed linear regression model was used to test the

‘dose’ fixed effect, including a random effect termed

‘experience.’ When the ‘dose’ effect was significant,

a multiple comparisons post hoc test (with

Bonferroni correction) was applied to test the differ-

ence between the control and different levels of

doses. The statistical significance threshold was set

at 5%.

Results

Modulation of total DNA methylation

We investigated the effect of particle treatment on

total DNA methylation on D6. Regardless of the

concentration used, Min-U-Sil
VR
5 treatment resulted

in a dramatic decrease (�80%) in total DNA methy-

lation (Figure 2(A)) (p¼ 0.015 for 15 mg/cm2 and

Figure 2. Microsilica particle treatment affects DNA methyla-
tion and DNMTs. (A) Global DNA methylation on D6 was ana-
lyzed by ELISA test on the total genomic DNA of treated cells
by Min-U-Sil

VR
5 or NM-203 at the indicated concentrations.

The positive controls were cells treated for 72 h with 0.05 mM
5-aza-20-deoxycytidine (þ). Histograms correspond to the
mean ± standard deviation of three independent experiments.
(B) DNMT1, 3a and 3b protein levels were determined by
Western blot after cell treatment with Min-U-Sil

VR
5 or NM-203

at the indicated concentrations. The blots are representative of
three independent experiments and the quantifications are
indicated. b-Actin was used as a loading control. � and ���

indicate p< 0.05 and p< 0.005, respectively, versus untreated
cells in a Bonferroni multiple comparison tests.
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p¼ 0.001 for 25 mg/cm2). As expected, 5-aza-20-

deoxycytidine treatment also decreased the 5-meth-

ylcytosine content (p< 0.001). In contrast, NM-203

did not affect total DNA methylation under any of

the conditions.

Under our experimental conditions, Min-U-Sil
VR

5

treatment (15 and 25 mg/cm2) increased DNMT3a

and 3b protein levels (Figure 2(B)). Whereas the

DNMT1 protein level remained unchanged after

treatment with 15 mg/cm2 of Min-U-Sil
VR

5, it even

decreased after treatment with 25 mg/cm2.

Treatment with NM-203 did not affect the levels of

the three DNMTs at any of the concentrations

tested.

Effect of Min-U-Sil
VR
5 on HDAC protein levels

Cellular extracts of Min-U-Sil
VR

5-treated cells taken

on D6 contained an increased amount of the

HDAC2 protein, while the level of HDAC1 decreased

significantly and the level of the HDAC3 protein

remained unchanged (Figure 3(A)). Treatments with

both concentrations of Min-U-Sil
VR

5 reduced the

HDAC6 protein level by 50%. Despite the modula-

tion of the HDAC protein level after Min-U-Sil
VR

5

treatment, a moderate but significant increase in

histone H4 acetylation was observed while the level

of histone H3 acetylation remained unchanged

(Figure 3(B)). The four HDACs tested remained

unchanged under NM-203 treatment and no modifi-

cation of histone acetylation was observed for histo-

nes H3 or H4.

Induction of c-Myc expression and modulation of

histone modifications on the c-Myc promoter

We analyzed the expression of c-myc after

Min-U-Sil
VR
5 and NM-203 treatments. Treatment by

both particles induced high c-Myc protein levels

(Figure 4(A)). Six-fold increase was observed after

treatment with 15 and 25 mg/cm2 of Min-U-Sil
VR

5,

while treatment with NM-203 increased c-Myc pro-

tein levels by 2.5- and 11-fold at 2 and 5 mg/cm2,

respectively. We observed 7-fold and 11-fold

increases in the c-myc mRNA level after treatment

with 15 mg/cm2 (p< 0.001) and 25 mg/cm2

(p< 0.001) of Min-U-Sil
VR
5, respectively (Figure 4(B)).

Treatment with the lowest concentration of NM-203

(2 mg/cm2) did not modulate c-myc mRNA, whereas

treatment with the highest concentration (5 mg/

cm2) resulted in a significant (4-fold) increase

(p< 0.001). In addition, we observed a decrease of

the c-Myc target gene col1A2 mRNA after treatment

by both concentrations of Min-U-Sil
VR
5 (70 and 80%

decrease for 15 and 25 mg/cm2, respectively,

p< 0.005, Figure 4(C)). Treatment with the lowest

concentration of NM-203 slightly decreased col1A2

expression (20%), whereas the highest concentra-

tion decreased by half its mRNA level (p< 0.001). In

order to study the effect of c-Myc overexpression,

we analyzed also the cell cycle progression.

Treatment with both particle increased the

number of cells in S-phase in a dose-dependent

manner (p< 0.001, Supplementary Figure S1).

Figure 3. Modulation of HDAC protein levels and histone
acetylation. Western blot analyses of (A) HDAC1, HDAC2,
HDAC3 and HDAC6 and (B) acetylated and total histone H3
and H4 were carried out on D6 after treatment with Min-U-
Sil
VR
5 or NM-203 at the indicated concentrations. The positive

controls were cells treated for 24 h with 2 mM of suberoylani-
lide hydroxamic acid (þ). The blots are representative of three
independent experiments and the quantifications are indicated.
b-Actin and Coomassie blue staining were used as loading
controls for total proteins and histones, respectively.
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NM-203 treatment also increased the cell population

in G2/M phase and decreased it in G0/G1 phase.

The c-myc gene is mainly transcribed from two

promoters, known as P1 and P2, of which P2 is the

major one (Figure 5(A)). ChIP showed a significant

increase in the level of RNA polymerase II at both

promoters after Min-U-Sil
VR
5 treatment (Figure 5(B))

(p< 0.001). This was consistent with the increased

expression of c-myc and the enrichment of RNA

polymerase II on its promoters. We also found an

enrichment of this protein in exon 2 of the c-myc

gene after treatment with Min-U-Sil
VR

5 (p¼ 0.002

for 15 mg/cm2 and p¼ 0.04 for 25 mg/cm2). This

indicates that increased binding of RNA polymerase

II to the c-myc promoters is associated with a higher

transcription of the gene. Furthermore, Min-U-Sil
VR
5

treatment significantly increased marks of actively

transcribed chromatin, such as acetylated or trime-

thylated histone H3 lysine 4 (H3K4Ac, H3K4me3)

(p¼ 0.009 for 15 mg/cm2 for H3K4Ac–p< 0.001 for

25 mg/cm2 for H3K4Ac and for both doses for

H3K4me3), acetylated histone H3 lysine 9 (H3K9Ac)

and acetylated histone H3 lysine 27 (H3K27Ac),

on the P1 promoter (Figure 5(C)) (p< 0.001 for

25 mg/cm2 for H3K9Ac and H3K27Ac–p¼ 0.04 for

15 mg/cm2 for H3K9Ac). Promoter enrichment after

NM-203 treatment was analyzed with the highest

concentration as the lowest concentration had no

effect on the c-myc mRNA level. NM-203 treatment

increased the level of RNA polymerase II only at the

P1 promoter (p< 0.001) concomitantly with enrich-

ment of all of the histone active marks examined

(p< 0.001). Neither Min-U-Sil
VR

5 nor NM-203 treat-

ments modulated 5-methylcytosine levels on P1

promoter.

Reversion of molecular mechanisms in

isolated foci

Isolated foci were amplified and collected in order

to study the effects of repeated treatments with

Min-U-Sil
VR

5 and NM-203 particles (treatments on

D4, D7 and D10, Figure 1). As shown in Figure 6(A),

almost all parameters modulated on D6 were

restored to basal levels on D29. Indeed, in isolated

foci DNA methylation as well as HDAC2 and 6 pro-

tein levels were similar to those of control cells

(Figure 6(B)). However, on D29 we still observed an

increase of DNMT3a and 3b protein levels upon

Min-U-Sil
VR
5 treatment. Western blot analysis of the

other DNMT and HDAC did not reveal any changes

in their protein levels (Supplementary Figure S2).

Total and acetylated histones H3 and H4 levels

were not affected by repeated treatments

(Supplementary Figure S2). A moderate but signifi-

cant increase of c-myc mRNA was observed only

after treatment by the highest concentration of

Min-U-Sil
VR

5 (p¼ 0.035, Figure 6(C)). In agreement

with c-myc RNA level, its protein level remained

higher than control cells after repeated treatments

by the highest concentration of Min-U-Sil
VR
5 (Figure

6(D)). In isolated transformed foci after NM-203

treatment, c-myc mRNA and protein levels were

similar to the control cells.

Figure 4. Silica particle treatment increases c-myc expression.
(A) Western blot analyses of the c-Myc protein level were per-
formed after Min-U-Sil

VR
5 and NM-203 treatment at the indi-

cated concentrations. Blots are representative of three
independent experiments and the quantifications are indicated.
b-Actin was used as a loading control. (B) c-myc expression
and (C) col1A2 expression were examined by RT-qPCR on D6
after treatment with Min-U-Sil

VR
5 and NM-203. b-Actin, a-tubu-

lin, Gapdh and Tbp were used as housekeeping genes. ���

indicates p< 0.005 versus untreated cells in a Bonferroni mul-
tiple comparison tests.
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Discussion

The increasing use of nanomaterials makes the

study of their impact on human health a necessity.

Evaluation of the epigenetic effects of particles is a

recent approach in nanotoxicology, and several

recent studies support the involvement of epigen-

etic modulation in carcinogenicity induced by

nanomaterial (Belinsky et al. 2002; Gong et al. 2010;

Patil, Gade, and Deobagkar 2016).

Accordingly, we investigated the effect of a nano-

silica particle, NM-203, on Bhas 42 cells. In parallel,

we also tested a crystalline silica microparticle, Min-

U-Sil
VR

5, known for its transforming and carcino-

genic properties (Darne et al. 2016). In a previous

Figure 5. Transcriptional up-regulation of c-myc through modulation of epigenetic marks on its promoter. (A) Schematic represen-
tation of c-myc promoters. The CpG island is represented by open circles, and transcription start sites are indicated as well as the
primers used for ChIP analysis (red half-arrows). (B) RNA polymerase II enrichment on promoters P1 and P2 as well as on exon 2
(e2), and a negative region (neg) was analyzed on D6 after treatment by Min-U-Sil

VR
5 and NM-203. (C) Acetylated histone H3

lysine 4 (H3K4Ac), trimethylated histone H3 lysine 4 (H3K4me3), acetylated histone H3 lysine 9 (H3K9Ac), acetylated histone H3
lysine 27 (H3K27Ac) and 5-methylcytosine (5-mC) enrichment were carried out after Min-U-Sil

VR
5 or NM-203 treatment on the P1

promoter. Histograms correspond to the mean± standard deviation of three independent experiments. �, �� and ��� indicate
p< 0.05, p< 0.01 and p< 0.005, respectively, versus control cells, in a Bonferroni multiple comparison tests.
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work, we observed that both particles induced Bhas

42 cell transformation in the promotion assay

(Fontana et al., 2017). Several studies reported an

increased production of ROS after particle treatment

and suggested that increased oxidative stress could

be one of the causes of cellular transformation

(Carpenter et al. 2011; Yang et al. 2007; Zhou and

Ryeom 2014). In addition, transforming effects of sil-

ica particles have previously been associated with

the production of ROS (Elias et al. 2000; Elias et al.

2006). Under our experimental conditions, we did

not observe any increase in ROS production, which

may suggest the lack of involvement of this mech-

anism in Min-U-Sil
VR
5- or NM-203-induced Bhas 42

cell transformation (data not shown).

Global DNA hypomethylation could result in

aberrant expression of many important (onco)genes

as well as in the reactivation of mobile elements

and consequently in genome instability that could

lead to cellular transformation (Gama-Sosa et al.

1983). In the Bhas 42 cell model, while Min-U-Sil
VR
5

treatment was found to decrease global DNA

methylation, treatment of Bhas 42 cells with NM-

203 did not affect it. Gong et al. (2010) observed

Figure 6. Reversion of molecular mechanisms in isolated foci. (A) Global DNA methylation on D29 was analyzed by ELISA test on
the total genomic DNA of cells treated by Min-U-Sil

VR
5 or NM-203 at the indicated concentrations. The positive controls were cells

treated for 72 h with 0.05 mM 5-aza-20-deoxycytidine (þ). Histograms correspond to the mean± standard deviation of three inde-
pendent experiments. (B) DNMT3a and 3b, HDAC2 and 6 protein levels were determined by Western blot after cell treatment with
Min-U-Sil

VR
5 or NM-203 at the indicated concentrations. (C) c-myc expression was analyzed by RT-qPCR on D29 after treatment

with Min-U-Sil
VR
5 and NM-203. b-Actin, a-tubulin, Gapdh and Tbp were used as housekeeping genes. (D) Western blot analyses of

the c-Myc protein level on D29 were performed after Min-U-Sil
VR
5 and NM-203 treatment at the indicated concentrations. The

blots are representative of three independent experiments and the quantifications are indicated. b-Actin was used as a loading
control. � and ��� indicate p< 0.05 and p< 0.005, respectively, versus untreated cells, in a Bonferroni multiple comparison tests.
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that amorphous silica nanoparticle treatment of

human HaCaT cells decreased global DNA methyla-

tion, suggesting that modification of the methyla-

tion status of DNA after such treatment could be

cell line-specific. Other particles, such as titanium

dioxide and zinc oxide, also decreased DNA methy-

lation and this was accompanied by the induction

of oxidative stress, which is known to be associated

with gene hypomethylation (Patil, Gade, and

Deobagkar 2016). Despite the absence of ROS over-

production in Min-U-Sil
VR
5 treated cells, the strong

DNA hypomethylation suggests that mechanisms

other than those controlled by ROS could be

involved. Three main enzymes are considered

responsible for DNA methylation—a maintenance

enzyme, DNMT1, and the de novo enzymes,

DNMT3a and DNMT3b—and several studies suggest

an increase in DNMT expression in cancer cells

(Robertson et al. 1999). While the treatment with

NM-203 particles did not modulate the DNMT pro-

tein level, Min-U-Sil
VR

5 treatment decreased the

DNMT1 protein level at the highest concentration

tested. This observation might suggest a link with

DNA hypomethylation. Recent studies suggest that

DNA hypomethylation after particle treatment is

related to a decrease in the DNMT mRNA, protein

levels, or enzyme activity (Gong et al. 2010; Patil,

Gade, and Deobagkar 2016). At the lowest concen-

tration of Min-U-Sil
VR

5 tested, the observed DNA

hypomethylation could be a consequence of

reduced DNMT1 recruitment or reduced availability

of DNMT1 partners, such as UHRF1 and PCNA, dur-

ing mitosis (Liu et al. 2013). Under our experimental

model, we observed that cell treatment with both

concentrations of Min-U-Sil
VR

5 induced de novo

DNMT3a and DNMT3b protein levels that might

induce DNA methylation only at specific loci, and

thus participate in cellular transformation. Indeed,

the majority of tumor cells exhibit local hyperme-

thylation that leads to aberrant gene silencing,

including the silencing of tumor suppressor genes

(Seidel et al. 2012).

Other epigenetic modifications, such as histone

acetylation regulated by HDAC enzymes that play

an active role in epigenetic regulation of gene

expression, could also be involved in cell transform-

ation (Wilting and Dannenberg 2012). In our model,

only the treatment with the highest concentration

of Min-U-Sil
VR

5 induced an increase in histone H4

acetylation. However, treatment with Min-U-Sil
VR

5

decreased the levels of HDAC1 and HDAC6 proteins

and increased the level of HDAC2. Down-regulation

of HDAC6 could be linked to tumor development

through modulation of the acetylation status of

various cytoplasmic proteins (Seidel et al. 2015).

An increase in HDAC2 could result in an HDAC1

decrease, as demonstrated previously (Winter et al.

2013; Yamaguchi et al. 2010). Modulation of HDAC1,

HDAC2 and HDAC3 protein levels should alter the

acetylation status of histones on specific sequences,

whereas disruption of the HDAC6 protein level

should modulate the activity of non-histone

proteins.

Taken together, these data indicate that changes

in global epigenetic modifications, as well as

changes in DNMT and HDAC protein levels, are not

directly related to the transformation of Bhas 42

cells induced by Min-U-Sil
VR

5 and NM-203 treat-

ment. Nevertheless, changes in expression of spe-

cific genes could be an important parameter in cell

transformation. It is well-known that the c-myc

oncogene is involved in cell transformation (Flores

et al. 2004). We therefore investigated the expres-

sion of the c-myc oncogene and observed that both

Min-U-Sil
VR

5 and NM-203 treatments increased it.

The treatment with the lowest dose of NM-203

increased c-Myc at the protein level but not at the

mRNA level, suggesting a possible effect on protein

stability. It is well-known that the c-Myc protein has

a short half-life (�30min) that is regulated by a

number of different mechanisms (Facchini et al.

1997). Treatment with the highest concentration of

NM-203 or with Min-U-Sil
VR
5 increased both protein

and mRNA levels, suggesting the involvement of

additional regulation mechanisms. Indeed, we

observed an increase of RNA polymerase II occu-

pancy on c-myc promoters, suggesting an increase

in transcription initiation and mRNA synthesis. The

c-myc gene is transcribed from four different pro-

moters (from 50 to 30 P0, P1, P2, P3), with P2 consid-

ered to be the main promoter (Hu et al. 2007; Luo

and Krause 1994). Our results revealed that NM-203

treatment triggers only the P1 promoter whereas

treatment with Min-U-Sil
VR

5 induces transcription

from P1 and P2 promoters. This could explain the

smaller increase in mRNA level observed after
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treatment with NM-203 particles compared to

exposure to Min-U-Sil
VR

5 particles. The observed

transcriptional induction was accompanied by

enrichment in chromatin active marks on the P1

promoter, indicating that the particle treatments

induced an open chromatin state in this region.

Unchanged levels in 5-methylcytosine on P1 pro-

moter suggests that the methylation status of c-myc

promoter was already in favor for transcriptional

activation. As a consequence of c-Myc overexpres-

sion, we observed the transcriptional repression of

col1A2 gene as previously described in a mice cell

model and could be linked to cell transformation

(Hatamochi et al. 1991; Yang et al. 1991). Moreover,

we observed that both particle treatments induced

an increase of cells in S-phase, whereas NM-203

treatment also induced the number of cells in G2/M

phase. Cell cycle progression is controlled by several

checkpoints in order to ensure a faithful replication

and division (Visconti, Della Monica, and Grieco

2016). Cell cycle arrest could allow cells to repair

damages or induce cell death. Since, cancer cells

are often defective in some checkpoint mechanisms,

we hypothesized that particle treatments could

induce replication stress, a potential consequence of

c-Myc overexpression, between D4 and D6 leading

to an arrest of cell cycle progression in S-phase

(Visconti, Della Monica, and Grieco 2016; Zeman

and Cimprich 2014). DNA damages were probably

not involved in S-phase arrest, since we did not

observe strand breaks upon Min-U-Sil
VR

5 nor NM-

203 treatments in comet assay (data not shown).

We could suggest that some cells are able to

escape cell cycle controls and that may lead to foci

transformation.

Study of epigenetic modifications and c-Myc

expression in transformed foci revealed a global

reversion of the alterations described on D6.

Indeed, except DNMT3a and 3b protein levels and

the level of c-Myc mRNA and protein after treat-

ment by the highest concentration of Min-U-Sil
VR
5,

none of the parameters analyzed on D6 were

modulated on D29 in isolated transformed foci.

These results suggest that epigenetic changes and

c-Myc overexpression are involved in the early stage

of silica-induced cell transformation as suggested by

Chen et al (2017) in gastric neoplasia (Chen et al.

2017).

Conclusion

The need to characterize the toxicological proper-

ties of nanomaterials and the mechanisms respon-

sible for their pathogenicity are important. However,

conventional tests of carcinogenicity in animals are

time consuming and costly to address the very

wide variety of particles that exist. In this context,

in vitro cell transformation tests are valuable first-

line screening tools for assessing the carcinogenic

potential of particles. Epigenetic mechanisms are

involved in cell transformation, and analysis of epi-

genetic changes during cancer cell development

appears to be an important parameter in the early

stages of disease development. Our study high-

lighted the fact that global epigenetic changes

alone may not be sufficient for identifying any

modulation of epigenetic marks caused by nanoma-

terial exposure, and we therefore suggest analyzing

specific genome loci. Even though both tested par-

ticles induced cell transformation, the mechanisms

driving this process might differ from one particle

to another. This work has revealed that a number of

different mechanisms might lead to cell transform-

ation induced by silica particles, and evaluation of

other specific genes could lead us to a better

understanding of these mechanisms.
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Table S1: Physical characteristics of the silica samples. 

Samplea Origin Main phase Primary 

particle sizeb 

Main impurities 

(wt %)c 

BET SSA 

(m2/g)d 

DLSe 

Z-average 

diameter in 

water (nm) 

Polydispersity 

index 

NM-203 Pyrogenic Amorphous 24.7 ± 17.7 nm Al (0.43) 204 318.7 ± 4.9 0.420 ± 0.026 

Min-U-Sil 5 Natural; US Silica 

Co. (Berkeley) 

Crystalline 1.33 ± 0.85 µm Al (0.16)d 5 1385.7 ± 377.0 0.380 ± 0.130 

a In-depth physical and chemical characterizations of the samples (except DLS data) are available in Rasmussen et al, 2013 (NM-203) and Elias 

et al, 2006 (Min-U-Sil); 

b Determined by transmission electron microscopy; 

c Impurities were determined by energy dispersive spectrometry for NM-203 and by inductively coupled plasma spectrometry for Min-U-Sil; 

d The BET (Brunauer-Emmet-Teller) specific surface area (SSA) was determined by nitrogen adsorption; 

e Dynamic light scattering (DLS) was performed using a Nanozetasizer (Malvern). Samples were dispersed in water as described in the Materials 

and methods section. Values represent the mean ± standard deviation of three DLS analyses.



3 

Table S2: Antibodies used for Western Blot and ChIP analyses. 

Target Supplier Reference 

Molecular 

weight 

(kDa) 

DNMT1 Cell Signaling 5119 200 

DNMT3a Cell Signaling 2160 130 

DNMT3b Abcam ab2851 100 

HDAC1 Cell Signaling 2062 63 

HDAC2 Cell Signaling 2540 60 

HDAC3 Cell Signaling 2632 49 

HDAC6 Cell Signaling 7612 140 

Total histone H3 Millipore  06-755 17 

Acetylated histone H3 Millipore  06-599 17 

Total histone H4 Millipore  05-858 10 

Acetylated histone H4 Millipore  06-866 10 

β-actin Cell Signaling 4970 42 

c-Myc Cell Signaling 13987 57 

RNA polymerase II Abcam ab210527  

Trimethylated histone H3 lysine 4 Abcam ab8580  

Acetylated histone H3 lysine 4 Abcam ab113672  

Acetylated histone H3 lysine 9 Millipore 06-942  

Acetylated histone H3 lysine 27 Abcam ab4729  

5-methylcytosine Diagenode C15200081  

 

  



4 

Table S3: Primers used for QRT-PCR and ChIP analyses. 

Target gene Forward and reverse sequences Amplicon size 

β-actin 

F: GGCCAACCGTGAAAAGATGA 

R: TACGACCAGAGGCATACAGG 

104 

α-tubulin 

F: CACTACACCATTGGCAAGGA 

R: GCTGTGGAAAACCAAGAAGC 

102 

Gapdh 

F: CTGCACCACCAACTGCTTAG 

R: GTCTTCTGGGTGGCAGTGAT 

108 

Tbp 

F: ACGGACAACTGCGTTGATTTT 

R: ACTTAGCTGGGAAGCCCAAC 

128 

c-myc 

F : CCCTAGTGCTGCATGAGGA 

R : TGCCTCTTCTCCACAGACAC 

103 

Col1A2 

F: TTGCAATCGGGATCAGTACG 

R : TGGGACCATCAACACCATCT 
103 

P1 

F: CGCCCTTTATATTCCGGGGG 

R: GAGCTGAGTGAGGCGAGTC 

96 

P2 

F: AGGGATCCTGAGTCGCAGT 

R: CGCTCACTCCCTCTGTCTCT 

92 

e2 

F: GAGGAGACATGGTGAACCAGA 

R: AACCGCTCCACATACAGTCC 

93 

neg 

F: CAGTCTTCACCCGACCATCT 

R: CTGACAGAGCTTTCCCCAAA 

92 
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Figure S1: Modulation of cell cycle distribution after Min-U-Sil and NM-203 

treatments. 

Cell cycle distribution was analyzed after 48 hours of treatment by Min-U-Sil or NM-

203 at the indicated concentrations. Distribution of cells in G0/G1, S and G2/M phases 

was number by the flow cytometer Accuri C6 (BD Bioscience) after 20 minutes 

incubation with 0.1 µg/mL of RNase and 4 µg/mL of propidium iodide. The histograms 

correspond to the mean ± SD of three independent experiments. *** indicates p < 0.005 

versus control cells in a Bonferroni multiple comparison tests. 
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Figure S2: Neither Min-U-Sil nor NM-203 treatment modulated levels of DNMT1, 

HDAC1 and 3 and acetylated histone in isolated foci. 

DNMT1, HDAC1, HDAC3, acetylated and total histone H3 and H4 levels were 

determined by Western Blot after cell treatment with Min-U-Sil and NM-203 at the 

indicated concentrations in isolated foci. The positive controls were cells treated for 24 

hours with 2 µM of suberoylanilide hydroxamic acid (+). The blots are representative 

of three independent experiments and the quantifications are indicated. β-actin and 

Coomassie Blue staining were used as loading controls for total proteins and histones, 

respectively. 
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A B S T R A C T

Synthetic amorphous silica nanoparticles (SAS) are used widely in industrial applications. These nanoparticles
are not classified for their carcinogenicity in humans. However, some data still demonstrate a potential carci-
nogenic risk of these compounds in humans. The Bhas 42 cell line was developed to screen chemicals, as tumor-
initiators or -promoters according to their ability to trigger cell-to-cell transformation, in a cell transformation
assay. In the present study, we performed unsupervised transcriptomic analysis after exposure of Bhas 42 cells to
NM-203 SAS as well as to positive (Min-U-Sil 5® crystalline silica microparticles, and 12-O-tetra-
decanoylphorbol-13-acetate) and negative (diatomaceous earth) control compounds. We identified a common
gene signature for 21 genes involved in the early stage of the SAS- Min-U-Sil 5®- or TPA-induced cell trans-
formation. These genes were related to cell proliferation (over expression) and cell adhesion (under expression).
Among them, 12 were selected on the basis of their potential impact on cell transformation. RT-qPCR and
western blotting were used to confirm the transcriptomic data. Moreover, similar gene alterations were found
when Bhas 42 cells were treated with two other transforming SAS. In conclusion, the results obtained in the
current study highlight a 12-gene signature that could be considered as a potential early “bio-marker” of cell
transformation induced by SAS and perhaps other chemicals.

1. Introduction

Synthetic amorphous silica (SAS) is one of the nanomaterials pro-
duced and used most widely in industrial applications, with worldwide
production estimated at 1.5 million tons. SAS are mainly produced in
industry by either a wet process, to yield precipitated SAS, or a thermal
process, to form pyrogenic SAS [1]. Being a nanostructured material,
SAS possesses appealing properties such as a large specific surface area,
and it has been used for decades in various industrial applications such
as chemistry, cosmetics, pharmaceuticals and food [2].

Several studies have reported toxicological effects of SAS, including
oxidative stress, cytotoxicity, inflammation and genotoxicity [1,3].
Precipitated and pyrogenic SAS have also been found to cause increased
dose-dependent changes in lung inflammation after repeated in-
tratracheal instillations in rats [4]. However, little is known about the
carcinogenic potential of SAS. Unlike crystalline silicas, which are
classified as carcinogenic in humans by the International Agency for
Research of Cancer, SAS are not classified as carcinogenic due to a lack

of data [5]. Two long-term carcinogenesis studies with SAS have been
published to date, showing that repeated intratracheal instillations of
pyrogenic SAS in rats increased the incidence of lung tumors [6,7].
Recently, we showed that precipitated and pyrogenic SAS (NM-200,
NM-201 NM-202 and NM-203) induced the transformation of Bhas
42 cells in cell transformation assays (CTA) [8].

The Bhas 42 CTA is one of the existing in vitro models for cell
transformation [9]. Cell transformation is an early event of in vivo

multistep carcinogenesis, involving changes in the morphological
properties of normal to neoplastic cells. Cell transformation assays si-
mulate in vivo initiation and promotion stages of carcinogenesis and can
be used to distinguish tumor initiators from tumor promoters [9–11].

The transgenic Bhas 42 cell line, established from Balb/c 3T3 cells
[12], contains several copies of the v-Ha-ras gene. Similar to the par-
ental Balb/c 3T3 cells, untransformed Bhas 42 cells grow to confluence,
forming a cell-density-dependent monolayer. However, after exposure
to a transforming chemical, cells become morphologically altered and
form discrete foci on the confluent monolayer. Bhas 42 cells can
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respond to a tumor-promoter without undergoing preliminary treat-
ment with an initiator, in contrast with the two-stage Balb/c 3T3 CTA
[13,14]. The Bhas 42 CTA was validated with a number of known
carcinogens and non-carcinogens [15] and is now the subject of a
guidance document produced by the Organization for Economic Co-
operation and Development [16].

Cell transformation depends on a cascade of complex events that
occur within a few hours or weeks [17]. To decipher these processes,
the transcriptomic approach allows access to a global gene signature of
cellular function after cell exposure to chemicals [18]. The aim of this
study was thus to use transcriptomic analysis to identify an early gene
signature for Bhas 42 cell transformation that is shared by an SAS, a
crystalline silica and the tumor promoter 12-O-tetradecanoylphorbol-
13-acetate (TPA). Based on previous data [8], the transcriptomic pro-
cedure was carried out after Bhas 42 cell exposure to the SAS NM-203,
which in the previous study induced the highest level of cell transfor-
mation. In addition, the crystalline silica Min-U-Sil 5® and the amor-
phous silica DE (diatomaceous earth) were used as transforming and
non-transforming reference particles, respectively [19].

2. Materials and methods

2.1. Cell culture

Bhas 42 cells were obtained from Harlan Laboratories (Rossdorf,
Germany). Cells were grown in Eagle's minimum essential medium
(Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Villebon sur Yvette, France), sup-
plemented with 1% (v/v) antibiotic (Streptomycin and Penicillin,
Gibco™) and 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS, Dutscher, Brumath,
France) (M10F) in a humidified 5% CO2 incubator at 37 °C up to about
70% confluence. Cells were recovered using a 0.25% (v/v) Trypsin/
EDTA solution (Invitrogen) and sub cultured in Dulbecco's modified
Eagle's medium/Ham's F12 (Gibco™) supplemented with 1% (v/v) an-
tibiotic and 5% (v/v) FBS (DF5F) at about 70% of the confluence to be
used in the CTA.

2.2. Cell transformation and cell survival assays

The CTA in promotion condition, originally proposed by the OECD
[16], was modified as described previously [8] (Supplementary Fig.
A1). Cells were seeded at 1460 cells/cm2 in a six-well plate on day 0
and the cells were treated once on day 4 (D4). The cells were then post-
cultivated in fresh medium until day 21 (D21), receiving a medium
change on days 7 (D7), 10 and 14. Cells were fixed with ethanol (Fisher,
France) and stained with a 5% (v/v) Giemsa solution (Thermo Fisher

Scientific) on D21. The transformed foci were evaluated according to
the morphological criteria recommended by the OECD (2016). For each
experiment, the mean number of transformed foci per treatment group
was determined from six replicate wells.

Cell cytotoxicity was assessed by cell survival assay on D7 per-
formed as follows: cells were suspended by trypsination and stained
with a mixture of acridine orange/propidium iodide (Sigma-Aldrich,
Saint Quentin Fallavier, France), and then counted using a Cellometer®
(Vision Nexcelom Bioscience, Lawrence, MA). Cell survival was ex-
pressed as the percentage of living cells after cell exposure to the che-
mical per living cells counted in the untreated condition.

2.3. Particles and cells treatments

Silica nanoparticles (NM-200, NM-201, NM-202, and NM-203) were
obtained from the Joint Research Centre nanomaterials repository
(Ispra, Italy) (Supplementary Table A1). Min-U-Sil 5® was obtained
from US Silica Co and DE was obtained from the European Coal and
Steel Community (Paris, France). Thorough physical and chemical
characterizations of SAS, Min-U-Sil 5® and DE batches have been de-
scribed previously [8]. For cell treatment, vials containing particles
suspended in sterile deionized water (19.2 mg/ml) were sonicated for
5 min at 10% amplitude in the cup horn of a 400 W Branson Sonifier S-
450D (Branson Ultrasonics Corp, Danbury, CT). Serial dilutions were
prepared in water from the sonicated suspension. Each dilution was
added to DF5F to give a final concentration of water of 2% (v/v). Final
particle concentrations were expressed as mass per cell culture surface
area and ranged from 1 μg/cm2 to 40 μg/cm2 depending on the assay.
TPA (Sigma-Aldrich) was diluted at 0.05 μg/mL in dimethyl sulfoxide
(DMSO, Sigma Aldrich) at a final concentration of 0.1% (v/v).

2.4. RNA extraction and quality control

For both transcriptomic analysis and RT-qPCR, RNA samples were
obtained from four independent experiments. In both cases, total RNA
was extracted from treated cells on D6 using the RNeasy Plus Mini Kit
(Qiagen, Courtaboeuf, France) according to the manufacturer's in-
structions. RNA purity and integrity were evaluated with an Agilent
Bioanalyser (Agilent Technologies). All RINs (RNA integrity numbers)
were greater than 8.

2.5. Transcriptomic analysis

Transcriptomic analysis was carried out with total RNA extracted
from cells exposed from D4 to D6 to NM-203 (1, 2 and 5 μg/cm2), Min-

Abbreviations

SAS Synthetic amorphous silica nanoparticles
TPA 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate
DE Diatomaceous earth
CTA Cell transformation assay
OECD Organization for economic cooperation and development
FBS Fetal bovine serum
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid
D21 Day 21
DMSO Dimethyl sulfoxide
RINs RNA integrity number
FC Fold change
GSEA Gene set enrichment analysis
ES Enrichment score
MSigDB Molecular signatures database
ACTB β-Actin
TUBA α-Tubulin

GAPDH Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
PBS Phosphate buffer salin
RIPA Radioimmunoprecipitation assay buffer
SDS PAGE Sodium dodecyl sulphate poly-acrylamide gel electro-

phoresis
PVDF Polyvinylidene difluoride
BSA Bovin serum albumin
HRP Horseradish peroxidase
AUNIP Aurora kinase A and Ninein interacting protein
LGALS7 Galectin-7
LUM Lumican
IL1RL1 Interleukin1 receptor-like 1
MCM10 Mini Chromosome Maintenance deficient 10
PRL2C Proliferin
TIMP4 Metallopeptidase inhibitor 4
LOAEL Lowest observed adverse effect level
IPA Igenuity pathway analysis
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
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U-Sil 5® (20 μg/cm2), DE (5 μg/cm2), TPA (0.05 μg/mL) and their as-
sociated vehicle control: 2% (v/v) H2O for NM-203, Min-U-Sil 5® and
DE and 0.1% (v/v) DMSO for TPA. One hundred nanograms of total
RNA were used to synthesize double-stranded cDNA and cyanine la-
beled cRNA using the one-color low-input QuickAmp labeling kit
(Agilent Technologies) according to the manufacturer's instructions.
cRNA were purified using the RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen). cRNA
were hybridized to an Agilent Sureprint G3 mouse gene expression v2
8 × 60 k pangenomic microarray. Gene expression data were extracted
using Feature Extraction 11.0.1.1 and analysed using GeneSpring 14.9-
GX-PA software (Agilent Technologies).

The microarray data obtained in this study were deposited in the
NCBI Gene Expression Omnibus and were accessible through GEO
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE133279).

To determine the dose effect of NM-203 (at 1, 2 and 5 μg/cm2), a
one-way ANOVA, followed by a Tukey post-hoc test and a Benjamini-
Hochberg multiple correction test, was performed with a p-value <
0.005 and a Fold Change (FC) > 4. To determine genes deregulated
significantly between two conditions (treatment vs control (H2O or
DMSO)), an unpaired t-test (Benjamini-Hochberg correction) with a p-
value<0.05, FC> 2 or with a p-value < 0.005, FC > 4 was used.

2.6. Bioinformatic analysis

Microarray data were clustered with Gene Cluster 3.0 software and
the tree was visualized using TreeView 1.6 software. An uncentred
correlation was applied for the measure of similarity and gene clus-
tering was based on complete linkage. Biological functions corre-
sponding to the main clusters were evaluated using the FuncAssociate
2.0 web-based tool.

For treatment signature analyses, top canonical pathways were
identified with ingenuity pathway analysis (IPA) software (Ingenuity
Systems, Redwood City, CA, USA) and signature enrichment analysis
was conducted with Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) software by
using the Java-tool developed at the Broad Institute (Cambridge, MA,
USA) on a normalized and filtered list of genes. Unsupervised GSEA was
performed on the whole C2 collection of curated gene sets from the
molecular signatures database (MSigDB). Enrichment score (ES) was
determined after 1000 permutations.

2.7. Gene expression analysis by RT-qPCR

Total RNA was reverse-transcribed with the iScript™ cDNA synthesis
Kit (BioRad, Marnes-la-Coquette, France) following the manufacturer's
protocol. Real-time PCR was performed with CFX96 Touch™ (BioRad)

Fig. 1. Bhas 42 cell transformation assay.

(A). Bhas 42 cells were treated once with increasing concentrations of NM-203, Min-U-Sil 5® or DE cultivated over 21 days. Foci, resulting from cell transformation,
were counted as described in the materials and methods section. B). Similar experiments were performed with NM-200, NM-201 and NM-202. The values obtained
after cell exposure to TPA (0.05 μg/ml) or DMSO (used as the vehicle for TPA), were added to each histogram. Results are expressed as the mean ± SD (n = 6). ***:
p < 0.005, comparison of results obtained from cells exposed to nanoparticle versus cells treated with H2O (ctrl). $$: p < 0,01, comparison of results obtained from
cells exposed to TPA versus cells treated with DMSO after mixed linear regression modelling followed by a Bonferroni correction.
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in the presence of iQ™ SYBR® Green Supermix (BioRad) and PrimePCR
Assay (or 2.5 μM of each primer (Eurogentec, Anger, France)
(Supplementary Table A2).

Amplification was performed following the manufacturer's protocol:
the annealing temperature was 60 °C for all pairs of primers. PCR re-
sults were analysed using the SQ method. The results were expressed as
relative to those of control cells treated with H2O or DMSO, arbitrarily
set to 1. ACTB (beta-Actin), TUBA (alpha-Tubulin), and GAPDH (gly-
ceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) were used as housekeeping
genes whose values have been averaged (geometric mean).

2.8. Protein analysis

Bhas42 cells were treated as stated before. On D6, cell medium
supernatants were harvested and stored at −80 °C. Cell layers were
washed 3 times with cold PBS (1.44 mM Na2HPO4, 0,2 mM KH2PO4

containing 0.148 M NaCl, 2 mM KCl) and scraped with a rubber po-
liceman with ice-cold RIPA buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8, containing
150 mM NaCl, 1% (v/v) Triton X-100, 0.5% (w/v) sodium deox-
ycholate, 0.1% (w/v) SDS and 1% (v/v) protease and phosphatase in-
hibitor mixture (Thermo Scientific). The homogenates obtained were
placed under agitation for 30 min at 4 °C, then centrifuged at 16,000 g

for 20 min at 4 °C. Supernatants were collected and stored at −80 °C.
Protein concentration was measured in each sample and corresponding
cell medium supernatant, using bovine serum albumin as a standard
(Protein quantification kit, Sigma-Aldrich).

Proteins (50 μg) of whole cell homogenates or 20 μl of corre-
sponding cell medium supernatants were resolved in 4–20% SDS PAGE
(CriterionTM Tris-Glycine eXtended Stain-Free Protein Gel, BioRad)
and transferred onto polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes
(BioRad), using semi-dry transfert (BioRad). The saturation step was
performed in PBS-T buffer (PBS supplemented with 0.1% (v/v) Tween
20) containing 5% (w/v) non-fat milk for 1 h at room temperature.
Antibody solutions were prepared in PBS-T containing 5% (w/v) BSA)
and membranes were incubated overnight at 4 °C with gentle agitation.
Primary antibodies were directed against Aurora kinase A and Ninein
interacting protein (AUNIP, Cell Signaling Technology, Ozyme, Saint-
Cyr-l'École, France; 1: 500), Galectin-7 (ab206435; Abcam, Paris,
France; 1: 1000), Lumican (LUM, 7076P2, Cell Signaling Technology; 1:
250), Interleukin1 receptor-like 1 (IL1RL1, Cell Signaling Technology,
1: 1000), Mini Chromosome Maintenance deficient 10 (MCM10, Cell
Signaling Technology, 1:500), Proliferin (AF1623; R&D System; 1:
1000), Metallopeptidase inhibitor 4 (TIMP4, Abcam; 1: 5000), and β-
Actin (4970; Cell Signaling Technology; 1: 10,000). Membranes were

Fig. 2. Hierarchical clustering of Bhas 42 cells after treatments.
Cells were exposed to NM-203 (1, 2 or 5 μg/cm2), Min-U-Sil 5® (20 μg/cm2), DE (5 μg/cm²) and TPA (0.05 μg/mL). (A) A non supervised hierarchical cluster was
obtained after filtering microarray data, using Gene Cluster 3.0 software on 19,569 probes. Gene clustering was visualized with Treeview. An uncentred correlation
was used as a measure of similarity and complete linkage was used for the clustering method. (B) Dose effect of NM-203 (1–5 μg/cm2). Supervised hierarchical
clustering was performed with Gene Cluster 3.0 software and visualized by Treeview on the 285 probes obtained after filtration and application of the ANOVA
statistical test (p-value < 0.005 and FC > 4), by comparing NM-203 (1 μg/cm2), NM-203 (2 μg/cm2) and NM-203 (5 μg/cm2) and control H2O, followed by a
Tukey post-hoc test. An uncentred correlation was used as a measure of similarity and complete linkage was used for the clustering method. Green indicates lower
expression; red indicates higher expression. Biological functions related to the main clusters were evaluated using the FuncAssociate 2.0 program. (Abbreviations:
Ctrl, control (H20); TPA, 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate; DE, diatomaceous earth; DMSO, dimethyl sulfoxide. (For interpretation of the references to color in
this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)
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washed 3 times with PBST, then incubated for 1 h at room temperature
with either HRP-conjugated anti-goat IgG (1: 5000) or HRP-conjugated
anti-rabbit IgG (1: 2000) in PBST containing 5% (w/v) non-fat milk.
Finally, membranes were washed 3 times with PBST before chemilu-
minescence detection (Clarity ™ Western ECL Substrate, BioRad) using
ChemiDocTM (ChemiDoc ™ System, BioRad).

Secreted periostin concentration was estimated using a Mouse
Periostin/OSF-2 Duoset ELISA kit (R&D Systems, Lille, France). Sample
concentration was expressed as ng of periostin/mg of protein.

2.9. Statistics

Statistical analyses were performed using Graph Pad Prism software
(Version 8.0.1; Graphpad, San Diego, CA). For CTA and cell survival
assays logarithmic transformation was applied to the data. For multiple
comparisons, the significance was evaluated by a one-way ANOVA
followed by a Dunnett's multiple comparisons test.

An unpaired t-test was used for two by two comparison (treatments
vs. control (H2O or DMSO)).

Data are given as a mean ± standard deviation (mean ± SD).

Fig. 3. Gene set enrichment analysis.

(A) GSEA analysis using the filtered gene expression profiles of Bhas 42 cells 48 h after treatment with NM-203 (5 μg/cm2), Min-U-Sil 5® (20 μg/cm2) and TPA
(0.05 μg/ml) over 48 h. Venn diagram of the top 50 signatures. (B) List of the 12 common signatures. (C) GSEA revealed an enrichment in gene signatures related to
cell cycles and cancer that was common to the three conditions, for example the “Lindgren_bladder_cancer_3_up” signature (upper panels), and the
“Vecchi_gastric_cancer_early_up” signature (lower panels).

A. Kirsch, et al. Chemico-Biological Interactions 315 (2020) 108900

5



3. Results

3.1. Cytotoxic and transforming effects of NM-203, Min-U-Sil 5®, DE and

TPA

CTAs in promotion condition were performed according to the
OECD guidance document [16], except that instead of receiving three
treatments during the assay, cells were treated once on Day 4. Cyto-
toxicity assays were performed on D7 applying the dose range of par-
ticles used in the previous study [8]. The cytotoxic effect of NM-203,
Min-U-Sil 5® and DE was moderate; the decrease in cell survival was
less than 30% (Supplementary data Table A.3). NM-203 and Min-U-Sil
5® induced a significant dose-response effect on cell transformation
(Fig. 1A). The lowest observed adverse effect level (LOAEL) was ob-
served at 5 μg/cm2 and 20 μg/cm2 for NM-203 and Min-U-Sil 5®, re-
spectively. TPA at 0.05 μg/ml, used as a positive control, induced cell
transformation. In contrast, DE did not show any transforming activity.

3.2. NM-203, Min-U-Sil 5® and TPA induce alteration of genes involved in

cell proliferation and cell adhesion

After normalization and filtering of the raw transcriptomic data
using the Genespring software, 19,569 probes were listed. Non su-
pervised hierarchical clustering (Fig. 2A) of these 19,569 remaining
probes, showed two main branches, dividing the samples into two
groups with regards to the transforming potential: a first group with
control conditions (ctrl = 2% (v/v) H2O or 0.1% (v/v) DMSO) and non-
transforming conditions (DE at 5 μg/cm2 and NM-203 at 1 μg/cm2) and
a second group including NM-203 at 2 μg/cm2 and transforming con-
ditions (NM-203 at 5 μg/cm2, Min-U-Sil® (5 μg/cm2), TPA (0.05 μg/
ml)). The Min-U-Sil 5® (20 μg/cm2) group was closer to the NM-203

(5 μg/cm2) group than to the TPA (0.05 μg/ml) group. The NM-203
(2 μg/cm2) group, which was a transforming condition in the Bhas 42
CTA performed with three treatments but not with a single treatment
[8], seems to induce gene expression modulation even with a single
treatment. To study the dose-effect of NM-203, an ANOVA test was
performed with a p-value lower than 0.005 selected. Genes that were
expressed differently in at least one condition (vs. control) with a fold
change (FC) greater than 4 were selected (supplementary Table A4).
Hierarchical clustering of the 290 differentially expressed genes showed
that increasing the concentration of NM-203 led to a higher increase or
decrease response at the mRNA level (Fig. 2B). Treeview analysis
highlighted co-regulated groups of genes. Interestingly, the upper part
of the dendrogram grouped clusters of genes down-regulated after NM-
203 treatment (124 genes) and involved in matrix remodeling and cell
adhesion, and the lower part of the dendrogram highlighted genes up-
regulated after NM-203 treatment (166 genes) and involved in cell
proliferation.

Gene set enrichment analysis (GSEA) identified significant enrich-
ments (p < 0.01) of signatures for each treatment (Supplementary
Table A5). Comparison of the top 50 signatures highlighted for each
treatment showed that 24% of signatures were common to the three
conditions (Fig. 3A). These twelve common signatures are related
mainly to proliferation and cancer features (Fig. 3B and C) [20,21]. To
identify genes significantly deregulated by each treatment, an unpaired
t-test (Bonferroni FWER correction) with a p-value<0.05, FC> 2 was
used. RNA levels of 1,620 genes were modified after cell treatment by
NM203 (5 μg/cm2) (Supplementary Table A.6), 1,080 genes with Min-
U-Sil 5® (Supplementary Table A.7), and 392 genes by TPA
(Supplementary Table A8). Interestingly, NM-203 at 2 μg/cm2 induced
significant changes in the expression of 512 genes (Supplementary
Table A9). IPA analysis on a smaller set of genes (selected with an

Fig. 4. Molecular signature comparison and selection of common genes.

(A): Venn diagram comparing the molecular signatures of NM-203 (5 μg/cm2), Min-U-Sil 5® (20 μg/cm2) and TPA (0.05 μg/mL) (p < 0.005 and FC > 4). (B):
Heatmap of 21 common genes regulated by the three transforming compounds obtained with Gene Cluster 3.0 software and visualized with Treeview. An average of
the expression of each gene was obtained for each condition. Green indicates the lower gene expression; red the higher gene expression. The writing in red
corresponds to the selected genes of interest. (Abbreviations: ctrl, control H2O, TPA, 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate; DMSO, dimethyl sulfoxide; DE, diato-
maceous earth). (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)
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unpaired t-test with a p-value < 0.005, FC > 4; Supplementary Table
A10-A13) showed that the former three treatments regulated a number
of common pathways involved mainly in cell proliferation
(Supplementary Table A14).

3.3. Comparison of early molecular signature and selection of common

genes

Genes significantly highly regulated by NM-203 (5 μg/cm2), Min-U-
Sil 5® and TPA were compared (p < 0.005 and FC > 4) (Fig. 4A). Of
the 309 genes altered by treatments, a large majority (83%) were af-
fected by NM-203. Among these, 142 (46%) were affected solely by
NM-203 treatment and 23 (7%) and 29 genes (9%) were deregulated by
Min-U-Sil 5® and TPA, respectively. Interestingly, 21 common genes
were regulated significantly by NM-203 (5 μg/cm2), Min-U-Sil 5® and
TPA (p < 0.005, FC > 4). Twelve genes, CACNA1G, CMBL, ENPP2,

GDPD2, HMGCS2, LGALS7, LUM, POSTN, SEMA3G, SPARCL1, TIMP4,

and A230065H16Rik, were underexpressed whereas 9 genes,
RAD51AP1, NLRP2, SGOL1, IL1RL1, PRL2C3, PRL2C5, PRL2C1, AUNIP

and MCM10 were overexpressed (Fig. 4B). We selected 6 genes known
to be involved in cell proliferation (AUNIP, IL1RL1, MCM10, PRL2C1,

PRL2C3 and PRL2C5) and 6 genes involved in cell-cell adhesion

(LGALS7, LUM, POSTN, SEMA3G, SPARCL1, and TIMP4) (Table 1). For
all these genes, RT-qPCR results were broadly in line with tran-
scriptomic results and confirmed the dose-effect produced by NM-203
(Table 2).

3.4. Transforming silica nanoparticles NM-200 and NM-202 induce similar

changes at the RNA level of the selected genes

We then assessed whether Bhas 42 cell exposure to other SAS,
namely NM-200, NM 201 and NM202, led to cell transformation and
involved any changes at the RNA level of the selected genes. NM-200
were slightly cytotoxic at the highest concentration (40 μg/cm2) while
NM-202 decreased cell survival by approximately 50% at 40 μg/cm2.
NM-201 treatment had no cytotoxic or transforming effect (Fig. 1B and
supplementary Table A3). Bhas 42 cell exposure to NM-200 (20 μg/
cm2) or NM-202 (20 μg/cm2) led to similar expression patterns as those
obtained when cells were treated with NM203 (5 μg/cm2), i.e. an in-
crease in RNA levels of AUNIP, IL1RL1, MCM10, PRL2C1, PRL2C3 and
PRL2C5, and a decrease for LGALS7, LUM, POSTN, SEMA3G, SPARCL1,
and TIMP4. In contrast, cells exposed to NM-201 showed no change in
each gene expression (Fig. 5).

Table 1

Characteristics of the selected genes.

Gene symbol Gene title Gene ontology Protein localisation Expression level References

AUNIP Aurora Kinase A And Ninein Interacting Protein Aurk-A interaction during cell cycle Nucleus Up [45]
IL1RL1 Interleukin-1 receptor-like 1 Immune response Plasma membrane Up [22]
LGALS7 Galectin-7 Cell-cell and/or cell-matrix interactions Extracellular space Down [57]
LUM Lumican Extracellular matrix organization Extracellular space Down [58]
MCM10 Mini-chromosome Maintenance 10 DNA replication Nucleus Up [59]
POSTN Periostin Cell adhesion Extracellular space Down [60]
PRL2C1 Prolactin family 2, subfamily c, member 1 Positive regulation of cell proliferation Extracellular space Up [23,24]
PRL2C3 Prolactin family 2, subfamily c, member 3 Positive regulation of cell proliferation Extracellular space Up [23,24]
PRL2C5 Prolactin family 2, subfamily c, member 5 Positive regulation of cell proliferation Extracellular space Up [23,24]
SEMA3G Semaphorin-3G Endothelial cell migration Cytoplasm Down [61]
SPARCL1 Secreted protein acidic and rich in cysteine like protein 1 Cell adhesion Extracellular space Down [62]
TIMP4 Metalloproteinase inhibitor 4 Inhibitor of metalloproteinase Extracellular space Down [63]

Table 2

Fold change valuea and correlation between microarray data and RT-qPCR results.

Gene symbol NM-203 (1 μg/cm2) NM-203 (2 μg/cm2) NM-203 (5 μg/cm2) Min-U-Sil 5® (20 μg/cm2) DE (5 μg/cm2) TPA (0.05 μg/ml) r

AUNIP Microarray 1.87 5.90 6.22 5.02 1.37 4.74 0.742
RT-qPCR 1.10 1.70 7.06 2.94 1.38 4.23

IL1RL1B Microarray 1.64 3.74 4.60 5.06 1.66 4.39 0.844
RT-qPCR 1.30 1.69 5.88 3.78 1.83 4.76

LGALS7 Microarray 0.81 0.68 0.10 0.16 0.63 0.29 0.961
RT-qPCR 0.69 0.42 0.02 0.06 0.75 0.09

LUM Microarray 0.64 0.70 0.11 0.23 0.55 0.28 0.928
RT-qPCR 0.49 0.33 0.05 0.06 0.67 0.16

MCM10 Microarray 1.64 5.26 7.29 6.27 1.25 4.74 0.846
RT-qPCR 1.27 2.08 8.50 3.94 1.48 3.82

POSTN Microarray 0.53 0.35 0.09 0.10 0.47 0.08 0.969
RT-qPCR 0.66 0.31 0.04 0.04 0.71 0.03

PRL2C1 Microarray 1.49 3.94 18.95 17.46 1.60 13.12 0.962
RT-qPCR 2.10 4.17 54.40 53.26 3.44 20.00

PRL2C3 Microarray 1.63 5.42 22.82 22.73 1.61 20.26 0.954
RT-qPCR 1.45 3.10 29.11 29.64 2.30 14.75

PRL2C5 Microarray 1.64 4.81 17.51 17.35 1.61 13.22 0.880
RT-qPCR 1.97 4.25 18.55 8.44 4.10 15.00

SEMA3G Microarray 0.60 0.50 0.14 0.27 0.46 0.21 0.889
RT-qPCR 0.73 0.38 0.13 0.05 0.87 0.09

SPARCL1 Microarray 0.61 0.65 0.04 0.10 0.44 0.27 0.929
RT-qPCR 0.59 0.32 0.02 0.03 0.64 0.12

TIMP4 Microarray 0.57 0.52 0.11 0.22 0.54 0.12 0.960
RT-qPCR 0.67 0.45 0.02 0.06 0.79 0.03

a Fold change values were calculated from results obtained from either microarray or RT-qPCR. Results are expressed with respect to control cells, taken as 1.00.
Control cells were treated with H2O used as the vehicle for respective SAS, DE or Min-U-Sil 5®, and with DMSO as the vehicle for TPA.
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3.5. Changes at the protein level

We assessed whether the increase at the mRNA level of selected
genes was related to corresponding changes at the protein level. We
performed Western blotting procedure or ELISA with available com-
mercial antibodies (Fig. 6). Among the antibodies tested, we could not
estimate the respective protein expression levels of AUNIP, LUM,
TIMP4, due to a lack of a specific antibody (presence of a non-specific
band) or due to low immune signals.

Among the list of genes with increased expression after Bhas42 cell
treatment, IL1RL1, as the receptor of IL33, was detected with an esti-
mated band at 37 kDa, in all conditions tested, with slight changes
between control and treated cell homogenates. Moreover, glycosylated
IL1R1 could be secreted as a response to reduce receptor signaling by
IL33 [22]. Glycosylated IL1R1 appears as a broad band around 50 kDa,
but slight changes in the secreted receptor levels were observed. Pro-
liferin, as a growth hormone/prolactin related secreted glycoprotein
[23,24], encoded by PRL2C1, PRL2C3, PRL2C5 genes, was detected in
whole cell homogenate and in cell medium supernatant as a single band
at 60 KDa. As shown in Fig. 6, the protein was secreted in all conditions
tested, but we failed to detect it in homogenates prepared from cells
treated with H2O, DMSO, NM-201, low concentrations of NM-203 (1
and 2 μg/cm2), and DE, supporting the concept that proliferin is con-
tinuously secreted. In contrast, the protein was detected in cell homo-
genates prepared from cells exposed to NM-200, NM-202, NM-203 (2
and 5 μg/cm2), Min-U-Sil 5®, and TPA, suggesting that the synthesis
rate of the protein is enhanced under these experimental conditions.

Among the genes showing decreased expression after cell exposure
to SAS, periostin, involved in cell matrix adhesion and epithelial me-
senchymal transition [25], was measured by ELISA in cell medium
supernatants. Protein levels were lowered when Bhas 42 cells were
treated with 20 μg/cm2 of NM-200, NM-202 and Min-U-Sil 5®, 5 μg/
cm2 NM-203 and 0.05 μg/ml TPA, in agreement with the observed
decrease in mRNA levels. However, protein levels were also low when
cells were exposed to NM-201 (20 μg/cm2) or NM-203 (2 μg/cm2),
whereas no change was found when cells were treated with 1 μg/cm2

NM-203 or 5 μg/cm2 DE (Fig. 6). MCM10, involved in DNA re-
combination and elongation [26] was also detected in whole cell
homogenate as a band estimated at 100 kDa. We did not observe any
significant changes at the protein level whatever the treatment tested.
These results could be related to the experimental design of the CTA,
since, from the beginning of cell treatment on D4, Bhas 42 cells con-
tinue to undergo cell division until D6, maintaining a high level of
MCM10, a protein necessary for DNA synthesis [26]. Finally, galectin 7,
involved in cell-cell or cell-matrix interaction [27], was detected in
whole cell homogenates with a band estimated at 37 kDa (Fig. 6).
Galectin 7 levels were lowered when cells were treated with NM-200,
NM-202, NM-203 (2 and 5 μg/cm2), and Min-U-Sil 5® (20 μg/cm2),
whereas no change was found in the other conditions tested.

4. Discussion

4.1. Selection of genes as possible markers of SAS-induced Bhas42 cell

transformation

Although SAS are extensively produced and used, few studies have
focused on their transforming or carcinogenic potential [1,3]. In a
previous study, the transforming properties of the NM-200, NM-201,

NM-202 and NM-203 SAS were revealed in the Bhas 42 CTA using the
promotion assay. In order to decipher the molecular changes during the
Bhas 42 CTA, an unsupervised transcriptomic analysis was performed
following exposure of cells to SAS and control chemicals for 48 h. In this
treatment time, NM-203 and Min-U-Sil 5® have been shown to induce
epigenetic effects in Bhas 42 cells in the promotion assay [28]. We
therefore hypothesized that this treatment time could highlight earlier
gene changes involved in Bhas 42 cell transformation. The lowest
concentrations of chemicals able to induce cell transformation without
inducing cytotoxicity were selected in transcriptomic and RT-qPCR
assays. The expression of 21 genes was altered by the three treatments,
NM-203, Min-U-Sil 5® and TPA. Among them, twelve genes, whose
involvement in cell proliferation and adhesion has been proven
(Table 1), were selected as putative markers of the transforming
properties of SAS nanomaterials. To confirm this hypothesis, we tested
the NM-200, NM201 and NM-202 SAS (Figs. 1B and 5). Similar changes
in the RNA levels of each selected gene were obtained with NM-200 and
NM-202, supporting the hypothesis that the genes in this set are po-
tential markers of SAS-induced cell transformation. However, NM-201
treatment induced no change in the expression of these 12 genes
(Fig. 5). This could be explained by the fact that, unlike the three re-
peated treatments of NM-201 [8]), a single treatment did not cause
Bhas 42 cell transformation. One reason for this could be that NM-201
has a lower BET-SSA than the other SAS (140 vs ≈ 200 g/cm2) (Table
A1). Indeed, the toxicity of nanomaterials is often associated with their
high specific surface area, which results in a high reactivity with the
biological environment. In addition, we demonstrated concomitant
changes in the mRNA and protein levels of several genes, such as ga-
lectin 7, periostin or proliferin. However, a concordance between
mRNA and protein levels was not systematically found. It is possible
that regulation mechanisms of protein synthesis and processing may
occur.

Interestingly, the increase in PRL2Ci mRNA levels, encoding pro-
liferin, was observed in CTA performed with BALB c/3T3 cells [13,14]
and C3H/10T1/2 cells [29,30] treated with various chemicals including
amorphous silica particles (silica gel of 5 μm). Proliferin expression was
considered as a predictive biomarker of cell transformation [13,14].
However, even though the expression of three members of the proliferin
gene family, PRCl2C2,3,5, was upregulated, proliferin was revealed as a
single band by western blotting. On the other hand, c-myc upregulation
was also linked to C3H/10T1/2 [29] and Bhas 42 cell transformation
[28]. In the latter, C-MYC mRNA and protein levels increased after cell
treatment with NM-203 and Min-U-Sil 5® over 2 days. Similar changes
in mRNA level were also found in the present study with p < 0.005
and FC > 4 (Supplementary Tables A10-A11). Accordingly, Bhas
42 cell transformation is associated with early increased C-MYC ex-
pression, but not in the late phase of SAS-induced cell transformation as
shown previously [28]. These results, among others [14,31], confirm
that markers of transformation must be identified in the early steps of
the processes. Finally, epigenetic modifications have also been related
to cell transformation as recently reviewed [32]: it has been shown that
cadmium chloride, methyl carbamate and lithocholic acid (three
transforming compounds) can induce genome-wide DNA methylation
changes in Bhas 42 cells [33]. Moreover, Seidel et al. proposed that the
transforming activity of the crystalline silica Min-U-Sil 5® in Bhas
42 cells was related to early epigenetic DNA methylation [28].

Fig. 5. Expression changes induced by silica nanoparticles NM-200, NM-201 and NM-202.

Relative expression of the 12 selected genes (AUNIP, IL1RL1 (Isoform B), MCM10, PRL2C1, PRL2C3, PRL2C5, LGLAS7, LUM, POSTN, SEMA3G, SPARL1 and TIMP4)
after 48 h-treatment of Bhas 42 cells with NM-200 (20 μg/cm²), NM-201 (20 μg/cm²), NM-202 (20 μg/cm²) and NM203 (5 μg/cm²). The results are presented with
respect to those of control cells taken as 1.00. The results are expressed as the mean of four independent experiments. * indicates p < 0.05, ** indicates p < 0.01,
*** indicates p < 0.005, **** indicates p < 0.001 versus control cells after a one-way ANOVA test followed by a Dunnett's multiple comparisons test.
(Abbreviations: Ctrl, control (H2O)).
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4.2. Gene expression changes after SAS exposure

The transcriptomic analyses showed that NM-203, Min-U-Sil 5®and
TPA are related to increases in the expression of genes involved in cell
cycle progression, to DNA recombination, to decreased matrix and

remodeling functions, and to cell-cell adhesion. This is in accordance
with different transcriptomic studies that have used the BALB c/3T3
cell line in the context of CTA [14,31]. Moreover, IL1RL1, LGALS7,
LUM, MCM10, POSTN and SPARCL1 have all been associated with SAS
toxicity. For example, IL1RL1 has been found to be involved in

Fig. 6. Protein analysis.

A) Periostin secretion (POSTN) was determined by ELISA in supernatants from cell layers exposed to each nanoparticle over 48 h ***, p < 0.005 (n = 3) with
respect to the control (ctrl = H2O) or DMSO (used as the vehicle for the particles or TPA, respectively), following a mixed linear regression model followed by a
Bonferroni multiple comparison test. Results are expressed as ng of POSTN/ml of supernatant harvested normalized to mg of protein in the respective cell homo-
genate. (B) Protein levels were analysed by Western blotting using cell homogenates. Proliferin and ILR1 were also detected in the cell culture supernatant from
treated cells. Results are representative of one out of three independent experiments. β-actin was used as a loading control in each blot, with the exception of
extracellular proliferin or IL1R1 detection in cell supernatant.
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inflammasome activation induced by crystalline silica in human lung
epithelial cells (BEAS2B) and in primary human bronchial epithelial
cells (NHBE) [34,35]. An increase in the expression of LUM, MCM10,

POSTN, SPARCL1 and IL1RL1 has been observed in RAW 264, 7 cells
(murine macrophages cells) treated with SAS (10 or 300 nm) [34].
Pisani et al. showed overexpression of LUM, LGALS7 andMCM10 in FE1
cells treated with AEROSIL 200® (NM-203) [36]. In addition, variations
in gene expression related to the cell cycle or cell adhesion were found
after treatment of the lung epithelial cell line FE1 exposed for 24 h to
12, 15 and 20 nm SAS [37]. Furthermore, pathway analysis has re-
vealed that protein contents in the adenocarcinomic human alveolar
basal epithelial cell line A549 treated with Min-U-Sil 5® for 24 h are
associated with cell proliferation [38].

4.3. Gene expression changes related to cancer progression

All of the genes selected are known to be involved in cancer pro-
gression. Six of the genes were overexpressed by the three treatments.
In previous studies, for example, overexpression of IL1RL1, has been
observed in tumor cells from human colon cancer [39], the respective
expression of the PRL2C gene family was increased in fallopian tube
epithelium derived ovarian cancer cells [40], MCM10 was increased in
medulloblastoma, urothelial carcinomas, prostate cancer and breast
cancer [41–44] and finally, AUNIP was overexpressed in various brain
tumors [45]. Conversely, respective expression of the 6 selected genes
was downregulated by the three treatments in this study. In previous
studies, expression of LUM, POSTN, SPARCL1, LGALS7, and TIMP4, all
involved in cell-cell adhesion, was found to be lowered in various
cancers: LGALS7 expression was decreased in cervical cancer, colon
cancer, gastric cancer and in malignant melanoma [27,46–48]; LUM
was downregulated in various human cancer cell lines [48–50], POSTN
expression was likewise downregulated in bladder and lung cancer
[49]; low expression of SPARCL1 has been shown to be associated with
tumor progression in human gastric, breast and prostate cancers
[50–52], and expression of TIMP4 has been found to be low in malig-
nant peripheral nerve sheath tumors associated with neurofibromatosis
type 1 [53]. Moreover, some gene expression changes observed in this
study are related to cancer progression. For example, SEMA3G ex-
pression decreased under our experimental conditions. In contrast,
overexpression of SEMA3G limits the progression of breast cancer or
melanoma cells or the migration and invasion of glioma cells [54,55].
GSEA analysis also revealed an overall enrichment of gene signatures in
response to treatment with NM-203, Min-U-Sil 5® and TPA. Among the
signatures found, SAS exposure was related to the response to estradiol
and prostaglandin and to G2/M arrest by methoxyestradiol and oligo-
dendrocyte differentiation. Estrogen is an important causal factor in
breast cancer [56].

5. Conclusion

Using an unsupervised transcriptomic approach, we have identified
12 genes of Bhas 42 cells that are potentially involved in the trans-
forming effect of SAS. The selected genes were mainly related to posi-
tive regulation of cell proliferation and negative regulation of cell ad-
hesion. For the first time, this set of genes can be proposed as an in vitro

RT-qPCR screening assay for assessment of the early stages of SAS-in-
duced Bhas 42 cell transformation. Our analysis will be extended to
other nanomaterials and chemicals in order to strengthen the pre-
dictivity of this early gene signature.
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Supplementary Table A.1: Physical characteristics of SAS particle 
 

a, primary size was determined by transmission electron microscopy. 

b, impurities were determined by energy dispersive spectrometry for SAS and by inductively coupled plasma spectrometry for Min-U-Sil 5Ò and DE. 

c, the BET (Brunauer-Emmet-Teller) specific surface area (SSA) was determined by nitrogen adsorption. 

d, dynamic light scattering (DLS) was performed using a Nanozetasizer (Malvern). Samples were dispersed in water as described in the Materials and Methods 

section. Values represent the mean ± standard deviation of three DLS analyses. 

e, not determined, data obtained by DLS analysis did not meet the quality criteria. 

 

Silica Origin Main phase Primary particle 
sizea 

Impurities 
(wt%)b 

BET SSA 
(m2/g)c 

Z-average in water 
(nm) 

Polydispersity 
index 

NM-200 precipitated amorphous 18.3 ± 4.5 nm 
Al (0.87); Na (0.88); S 
(0.46) 189 NDe ND 

NM-201 precipitated amorphous 18.0 ± 1.0 nm 
Al (0.74); Na (0.44); S 
(0.46) 140 252.9 ± 11.3 0.583 ± 0.019 

NM-202 pyrogenic amorphous 17.7 ± 2.5 nm Al (0.45); Ca (0.18) 204 232.8 ± 7.3 0.441 ± 0.012 

NM-203 pyrogenic amorphous 24.7 ± 17.7 nm Al (0.43); S (0.04) 204 318.7 ± 4.9 0.423 ± 0.026 

Min-U-Sil 

5Ò natural crystalline 1.33 ± 0.85 µm 
Al (0.16); Fe (0.05); Ca 
(0.04); Mg (0.01) 5 1385.7 ± 377.0 0.318 ± 0.130 

DE natural amorphous 1.35 ± 1.48 µm 
Al (1.4); Fe (1.3); Ca (2.2); 
Ti (0.3); Mg (0.2) 20 ND ND 



Supplementary Table A.2: References and nucleotide sequences of primers 

Gene Nucleotide sequences or ID Accession number 

ACTB 
Forward : GGCCAACCGTGAAAAGATGA 
Reverse : TACGACCAGAGGCATACAGG 

NM_007393.5 

TUBA 
Forward : CACTACACCATTGGCAAGGA 
Reverse: GCTGTGGAAAACCAAGAAGC 

NM_011653.2 
 

GAPDH 
Forward : CTGCACCACCAACTGCTTAG 
Reverse: GTCTTCTGGGTGGCAGTGAT 

NM_001289726.1 

IL1RL1 Isoform 

B 

Forward: TGTGTCTCTGCCTGAAGTGG 
Reverse: CTGGCCACCTAGGAATCAAA 

NM_010743.3  

 

PRL2C1 
Forward : CTGCCACTCTTGCAATCTGA 

Reverse : AACGCACTTCAGGACGTTG 

NM_001361045.1  
 

PRL2C3 
Forward : GGCTTCCAACTCCAGTAAAG 

Reverse : CAGTATCCGGGAGCATGGTT 

NM_011118.2  
 

PRL2C5 

PrimePCR™ SYBR® Green Assay: Prl2c5, 
Mouse 

qMmuCID0041010 

MGI:1858413 
 

LGALS7 

PrimePCR™ SYBR® Green Assay: Lgals7, 
Mouse 

qMmuCED0040994 

MGI:1316742 
 

POSTN 

PrimePCR™ SYBR® Green Assay: Postn, 
Mouse 

qMmuCID0026147 

MGI:1926321 
 

TIMP4 

PrimePCR™ SYBR® Green Assay: Timp4, 
Mouse 
Tissue inhibitor of metalloproteinase 4 

qMmuCID0027280 

MGI:109125 
 

 

LUM 

PrimePCR™ SYBR® Green Assay: Lum, 
Mouse 

qMmuCID0018636 

MGI:109347 
 

SPARCL1 

PrimePCR™ SYBR® Green Assay: Sparcl1, 
Mouse 

qMmuCID0013589 

MGI:108110 
 

MCM10 

PrimePCR™ SYBR® Green Assay: Mcm10, 
Mouse 

qMmuCED0039695 

MGI:1917274 
 

SEMA3G 

PrimePCR™ SYBR® Green Assay: Sema3g, 
Mouse 

qMmuCID0024300 

MGI:3041242 
 

AUNIP 

PrimePCR™ SYBR® Green Assay: 
2610002D18Rik, Mouse 
qMmuCID0019311 

MGI:1917135 

 

 
  



Supplementary Table A.3: Cell viability after Bhas42 cell exposure to SAS. 

Treatment Cell viability (%) 

Control (H2O) 100.0 ± 1.4 

  

SAS NM- 200  

10 µg/cm2 105.2 ± 1.9 

20 µg/cm2 101.9 ± 14.1 

40 µg/cm2 80.8 ± 4.0* 

SAS NM-201  

10 µg/cm2 88.8 ± 2.0 

20 µg/cm2 93.0 ± 18.4 

40 µg/cm2 84.0 ± 6.1 

SAS NM-202  

10 µg/cm2 71.6 ± 6.8** 

20 µg/cm2 80.9 ± 5.1 

40 µg/cm2 53.7 ± 8.5*** 

Control (H2O) 100.0 ± 1.2 

  

SAS NM-203  

1 µg/cm2 103.4 ± 5.8 

2 µg/cm2 96.5 ± 5.4 

5 µg/cm2 85.4 ± 3.6** 

10 µg/cm2 67.1 ± 3.1*** 

Min-U-Sil 5Ò  

5 µg/cm2 101.9 ± 6.9 

10 µg/cm2 100.3 ± 6.8 

20 µg/cm2 81.9 ± 1.7** 

40 µg/cm2 81.7 ± 4.0** 

Diatomaceous earth  

1 µg/cm2 98.5 ± 1.9 

2 µg/cm2 93.3 ± 3.0* 

5 µg/cm2 82.1 ± 2.5*** 

10 µg/cm2 78.2 ± 0.4*** 

Control (DMSO) 100.0 ± 2.0 

  

TPA (0.05 µg/mL) 115.8 ± 16.8 

Results are expressed as the mean ± SD (n= 3) with respect to control cells treated with H2O as the 

vehicle for SAS, DE or Min-U-Sil 5Ò, and with DMSO as the vehicle for TPA. A logarithmic transformation 
was applied to the data. For multiple comparisons, the significance was evaluated by a one-way ANOVA 
followed by a Dunnett's multiple comparisons test. * indicates p < 0.05, ** indicates p < 0.005, *** 
indicates p < 0.005 versus control. An unpaired t-test was used for two by two comparison (TPA vs. 
control (DMSO)). 



Supplementary Table A.4 (Excel table): List of significantly regulated genes after increasing 

concentrations (1, 2 and 5µg/cm2) of NM-203.  A one-way ANOVA, followed by a Tukey post-hoc test 

was performed with p < 0.005, FC > 4. FC: Fold Change. 

Supplementary Table A.5 (Excel table): List of the first 50 signatures up-regulated from the Gene 

Set Enrichment Analysis (GSEA). 

Supplementary Table A.6 (Excel table): List of significantly regulated genes after NM-203 (5 µg/cm2) 

treatment (unpaired T-test with p<0.05, FC>2). FC: Fold Change.  

Supplementary Table A.7 (Excel table): List of significantly regulated genes after Min-U-Sil 5Ò (20 

µg/cm2) treatment (unpaired T-test with p<0.05, FC>2). FC: Fold Change. 

Supplementary Table A.8 (Excel table): List of significantly regulated genes after TPA (0.05 µg/ml) 

treatment (unpaired T-test with p<0.05, FC>2). FC: Fold Change. 

Supplementary Table A.9 (Excel table): List of significantly regulated genes after NM-203 (2 µg/cm2) 

treatment (unpaired T-test with p<0.05, FC>2). FC: Fold Change.  

Supplementary Table A.10 (Excel table): List of significantly regulated genes after NM-203 (5 µg/cm2) 

treatment (unpaired T-test with p<0.005, FC>4). FC: Fold Change.  

Supplementary Table A.11 (Excel table): List of significantly regulated genes after Min-U-Sil 5Ò (20 

µg/cm2) treatment (unpaired T-test with p<0.005, FC>4). FC: Fold Change. 

Supplementary Table A.12 (Excel table): List of significantly regulated genes after TPA (0.05 µg/ml) 

treatment (unpaired T-test with p<0.005, FC>4). FC: Fold Change. 

Supplementary Table A.13 (Excel table): List of significantly regulated genes after NM-203 (2 µg/cm2) 

treatment (unpaired T-test with p<0.005, FC>4). FC: Fold Change. 

  



Supplementary Table A.14:  Number of genes significantly deregulated in treated cells with respect to 
untreated cells.  

Number of differentially expressed genes 

 p < 0.05 

FC > 2 

p < 0.005  

FC > 4 

 Gene 

number 

Gene 

number 

Up 

regulated 

Down 

regulated 
Common signaling pathways 

Ctrl vs. DE 

(5 µg/cm2) 
0 0   

-Cell Cycle Control of Chromosomal 

Replication 

- Cell Cycle: G2/M DNA Damage 

Checkpoint Regulation 

- Role of CHK Proteins in Cell Cycle 

Checkpoint Control 

Ctrl vs. NM-203 

(1 µg/cm2) 
0 0   

Ctrl vs. NM-203 

(2 µg/cm2) 
512 2 0 2 

Ctrl vs. NM-203 

(5 µg/cm2) 
1620 257 160 97 

Ctrl vs. Min-U-Sil 5Ò

(20 µg/cm2) 

1080 99 43 56 

DMSO vs. TPA 

(0.05 µg/ml) 
392 89 76 13 

Number of genes significantly deregulated between two conditions (p < 0.05, FC > 2 or p < 0.005, FC > 
4). The top common canonical pathways are highlighted by IPA. Ctrl: H2O; TPA: 12-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetate; DE: Diatomaceous earth; DMSO: Dimethyl sulfoxide; FC: Fold 
Change. 

  



 



Résumé : 
Les nanoparticules de silice amorphe synthétique (SAS) sont utilisées dans de nombreuses applications 
industrielles. De par leur structure amorphe, les SAS ne sont pas considérées comme cancérogènes chez l'Homme, 
contrairement aux silices de structures cristallines. Pourtant, des études in vivo et in vitro ont proposé que certaines 
SAS pourraient potentiellement être cancérogènes. Le test de transformation des cellules Bhas 42 a été développé 
afin d’évaluer les effets transformant des agents chimiques, en discriminant les agents initiateurs des agents 
promoteurs de tumeurs. Une étude menée à l’INRS a mis en évidence la capacité des SAS précipitées NM-200 et 
NM-201 et des SAS pyrogénées NM-202 et NM-203 à induire la transformation cellulaire en condition de promotion.  
Afin d’étudier les effets moléculaires induits par les SAS qui conduisent à la transformation des cellules Bhas 42, 
nous avons effectué une analyse transcriptomique non supervisée, après exposition des cellules Bhas 42 à la SAS 

NM-203, et à des agents chimiques de référence, la silice cristalline Min-U-Sil 5 utilisée comme témoin positif 
particulaire, la terre à diatomée (DE), une microparticule de silice amorphe utilisée comme témoin négatif 
particulaire et le 12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate (TPA), un agent promoteur de tumeur. Les résultats 
montrent un lien entre la transformation des cellules Bhas 42 induite par la SAS pyrogénée NM-203, la silice 

cristalline Min-U-Sil 5 et le TPA et la modification de l’expression de gènes et de voies de signalisation impliquées 
dans la prolifération, l’adhésion cellulaire, la réparation de l’ADN et l’inflammation. De plus, nous avons identifié 
une signature commune de 21 gènes impliqués dans les stades précoces de la transformation cellulaire induite par 
les trois agents chimiques. Les gènes composant la signature commune sont impliqués dans la prolifération et 
l'adhésion cellulaires. Parmi eux, 12 gènes ont été sélectionnés en fonction de leur niveau d'expression 
(surexprimés ou sous-exprimés) 48 heures après le traitement avec les agents chimiques. Les essais de RT-qPCR 
et de Western blot confirment les données d’analyse transcriptomique. Des altérations géniques similaires ont 
également été obtenues lorsque des cellules Bhas 42 sont traitées avec les SAS précipitées NM-200 et pyrogénées 
NM-202.  
En conclusion, ce travail met en évidence un lien entre la formation de foyers de transformation induits par le 

traitement des cellules Bhas 42 avec les SAS, la silice cristalline Min-U-Sil 5 et le TPA et des modifications des 
profils d'expression de gènes et de voies de signalisation. La mise en évidence de la signature des 12 gènes 
représente une liste de "bio-marqueurs" potentiels et communs de la transformation cellulaire induite par les SAS, 

la silice cristalline Min-U-Sil 5 et le TPA. La mesure du niveau d’expression de ce set de gènes par RT-qPCR dans 
les cellules Bhas 42 pourrait être proposé comme test in vitro prédictif du potentiel transformant des SAS, mais 
également d’autres nanomatériaux et agents chimiques en général. 
Mots clés : Nanomateriaux, transformation cellulaire, transcriptomique, Bhas 42, silice. 
 

Abstract: 
Synthetic amorphous silica nanoparticles (SAS) are used in many industrial applications. Due to their amorphous 
structure, SAS are not considered carcinogenic in humans, unlike silica with crystalline structures. However, in vivo 

and in vitro studies have proposed that certain SAS could potentially be carcinogenic. The Bhas 42 cell 
transformation test was developed to assess the transforming effects of chemical agents, by discriminating between 
initiating agents and tumor promoters. A study carried out at the INRS highlighted the capacity of the precipitated 
SAS NM-200 and NM-201 and the pyrogenic SAS NM-202 and NM-203 to induce cell transformation under 
promotion conditions. In order to study the molecular effects induced by SAS which lead to the transformation of 
Bhas 42 cells, we performed an unsupervised transcriptomic analysis, after exposure of Bhas 42 cells to SAS NM-

203, and to reference chemical agents, crystalline silica Min-U-Sil 5 used as a positive particulate control, 
diatomaceous earth (DE), an amorphous silica microparticle used as a negative particulate control and 12-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA), a tumor promoter. The results show a link between the transformation of 

Bhas 42 cells induced by pyrogenic SAS NM-203, crystalline silica Min-U-Sil 5 and TPA and the modification of 
the expression of genes and signaling pathways involved in proliferation, cell adhesion, DNA repair and 
inflammation. In addition, we have identified a common signature of 21 genes involved in the early stages of cell 
transformation induced by the three chemical agents. The genes composing the common signature are involved in 
cell proliferation and adhesion. Among them, 12 genes were selected according to their expression level (over-
expressed or under-expressed) 48 hours after treatment with chemical agents. RT-qPCR and Western blot tests 
confirm the transcriptomic analysis data. Similar gene alterations have also been obtained when Bhas 42 cells are 
treated with NM-200 precipitated SAS and NM-202 pyrogenic.  
In conclusion, this work highlights a link between the formation of transformation foci induced by the treatment of 

Bhas 42 cells with SAS, crystalline silica Min-U-Sil 5 and TPA and changes in expression profiles of genes and 
signaling pathways. The signature of the 12 genes represents a list of potential and common "biomarkers" of cell 

transformation induced by SAS, crystalline silica Min-U-Sil 5 and TPA. Measuring the level of expression of this 
set of genes by RT-qPCR in Bhas 42 cells could be proposed as an in vitro test predictive of the transforming 
potential of SAS, but also of other nanomaterials and chemical agents in general. 
Key words : Nanomaterials, cell transformation, transcriptomic, Bhas 42, silica. 
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