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Comment réaliser une évaluation des risques?

\/

% Chaque NM semble particulier :

v Nombreuses déclinaisons de NMs a partir d’une « méme » substance
- Pour des NMs de « méme » composition, nombreuses déclinaisons

(cristallinité, taille, forme, traitement de  surface, enrobage,
fonctionnalisation,...)

oTi @O

Ditférentes formes polymorphiques du dioxyde de titane
(de gauche a droite : rutile, brookite et anatase)
Armand Kanjer



Comment réaliser une évaluation des risques?

/

% Chaque NM semble particulier :

v Nombreuses déclinaisons de NMs a partir d’une « méme » substance

v" Evolution de ces matériaux tout au long de leur cycle de vie.

Recyclage

Mdu .: lncuﬁutlon]

”
position deg) ’\

AN LN ' travailleurs 5/
hommeetde 2 ¥
I'environnen QI\t , 4

Cycle de vie des nanomatériaux manufacturés [National Nanotechnology Initiative].




Comment réaliser une évaluation des risques?

N/

% Chaque NM semble particulier :

v Nombreuses déclinaisons de NMs a partir d’une « méme » substance

v" Evolution de ces matériaux tout au long de leur cycle de vie.

% Concernant ’exposition aux produits contenant des NMs

v' Tragabilité des produits de consommation contenant des NMs?

Le cadre réglementaire actuel n'est pas capable de traiter efficacement
toutes les variations multidimensionnelles des NM au cas par cas

(temps, adaptabilité,...).



Evaluation des risques spécifiques

Depuis quelques années, nombreuses initiatives pour des approches ERS
nano-spécifiques

Organisations/Agences Projets de recherche européens

+SCENHIR (2007), < SRU (German Advisory Council on the
Environment, 2011),
“RIVM qo15), . )
“ I'TS- Intelli i f

SECETOC (Dl smmnoGromming. 2015 e S NANO (njce gent Testing Strategy for
¢ ( anofsrouping, )% Engineered Nanomaterials, 2012-2013)
\/
+ECHA (2010), .... <+ SUN (SUstainable Nanotechnologies, 2013-2017),
\/
< ANSES <» GUIDEnano (2013 - 2017,

—> « Control Banding » < MARINAP

a: European Centre for Ecotoxicology and Toxicology of Chemicals (ECETOC) Nano Task Force
Arts et al. Regulatory Toxicology and Pharmacology 71 (2015)
b: Peter M. J. Bos et al, Int. J. Environ. Res. Public Health 2015, 12, 15007-15021



Comment réaliser une évaluation des risques?

Pour étre efficace, I'approche ERS doit se concentrer sur les éléments qui

pourraient conduire a la plus forte exposition et/ou a la toxicité la plus
¢levee
=>» Approche guidée par l'exposition, pilotée par le potentiel toxique et

focalisée sur les questions.

=> ['approche doit pouvoir étre appliquée tout au long du cycle de vie
d'un NM, depuis le développement (incluant le safe by design) jusqu'a
son ¢limination.



Evaluation des risques spécifiques

Depuis quelques années, nombreuses 1nitiatives pour des approches ERS
nano-spécifiques

Organisations/ Agences Projets de recherche européens
+*SCENHIR (2007), s SRU (German Advisory Council on the
Environment, 2011),
< RIVM (015), )
. . s I'TS-NANO (Intelligent Testing Strategy for
“HCETOC DF4nanoGrouping, 2015)%, Engineered Nanomaterials, 2012-2013)
\J
< EBECHA (2016), .... s SUN (SUstainable Nanotechnologies, 2013-2017),
\J
< ANSES <» GUIDEnano (2013 - 2017),
=2 « Control Banding » < MARINAb
\ J

|
NanoRegl & Document guide de PEFSA 2018

a: European Centre for Ecotoxicology and Toxicology of Chemicals (ECETOC) Nano Task Force
Arts et al. Regulatory Toxicology and Pharmacology 71 (2015)
b: Peter M. J. Bos et al, Int. J. Environ. Res. Public Health 2015, 12, 15007-15021



EFSA Guidance on risk assessment of the application of

nanoscience and nanotechnologies in the food and feed

chain (adopté le 29 mai 2018)



Caractérisation physico-chimique (Chap 4)
Le matériau est-il un NM? Selon la recommandation de définition de la Commission
européenne datée du 18 octobre 2011

Non

|

Caractéristique de la nanoéchelle
(Chap 3.1)
Le matériau a-t-il des propriétés caractéristiques de Ia nanoéchelle?

Entreraient dans le champ d'application, les matériaux : ae \a
* qui répondent aux criteres de définition des NM man"
dans le reglement (UE) 2015/2283 (« nove? ﬂ ae e LoPse
1169/2011 (INCO) et autres mat* ﬁcy‘mo C

100 nm si propriétés carac” *_ o9*

* qui ne sont r- AS \2 ‘ eﬁﬂe ?‘A

J e“‘—\ . . b4 r M . ’ /
dé (8" _.oduits pour avoir des propriétés nano-actives, ou qui ont été
mo. ..ces pour ctre utilisées dans le développement d'autres matériaux a

I'échelle nanométrique (par ex. pour encapsuler des composés, i.e. bioactifs).



Caractérisation physico-chimique (Chap 4)
Le matériau est-il un NM? Selon la recommandation de définition de la Commission
européenne datée du 18 octobre 2011

Non Oui

|

Le matériau a-t-il des propriétés caractéristiques de Ia nanoéchelle?

Caractéristique de la nanoéchelle
(Chap 3.1)

Evaluation des
risques selon le
document
guide de
PEFSA pour
les matériaux

conventionnels

Non Oui

) l |

Digestion in vitro
(Chap 6.2.1)
Le matériau se dégrade-t-il rapidement et complétement in
vitro dans des conditions du tractus digestif ?

Oui Non

On considére qu'un NM se dissout rapidement si
<12% du matériau (en masse) est présent sous
forme de particules aprés 30 minutes




Digestion in vitro

!

Non

!

Etape 1a : Examiner les informations existantes
(Chap 3, 4 et 6.3 : Examiner toutes les
informations PCs + toxicologiques existantes et
relatives au regroupement / a la lecture croisée)

Etape 1b : Générer de nouvelles données in vitro
(Chap 6.2.2 ; 6.4 et 6.5 : Dissolution dans des
conditions lysosomales, génotoxicité in vitro et toxicité
cellulaire in vitro)
Dangers potentiels associés au matériau ?

Non réalisation

d’études in vivo

v

Le nanomatériau est-il non persistant ET aucune

¢ A1 )
nanospécifiques LTI . e :
pectiiq indication de toxicité n'est observée?
peut €tre avancee < Oui | Etape 3 Investigations approfondies
=» cas/cas Non l ciblées
- (étude TK supplémentaire, toxicité
Etude de toxicité orale modifi¢e de 90 jours et = développement, immunotoxicité,
TK (absorption, distribution et accumulation) neurotox, cancérogénicité ...)
+ Etudes de génotoxicité
Oui'I‘
Ces résultats justifient-ils des tests supplémentaires?
(élimination lente ou accumulation / distribution dans des Non v

tissus spécifiques,...)

Caractérisation du risque




Modifications et/ou adaptations méthodologiques

Treés grand nombre de NM :

- Disponibilité des données pour chacune des formes (méme tres proche)r??
Quel sens?

- Peut-on établir des « ponts » entre les données de différents
NM considérés comme proches ?

- Les comportements (éco)toxicologiques & cinétique dépendent des
parametres P-C mais jusqu’a quel point?

- Intérét +++ pour évaluation des risques

- Comment ?

12



13

Comment établir des « ponts » entre les différentes
nanoformes?

- Grouping = Constitution de catégories de NMs

Sur quels critéres ? (composition, comportement/réactivité, dangers,
cycle de vie, ...)

- Read-across

=Utiliser données (éco)toxicologiques pour combler les manques
de données et regrouper les nanoformes d’une méme catégorie

- Développement d’outils et de nouvelles approches pour une
évaluation nano-spécifique des risques : Safe(r) by design, QS AR, H-
D, ete...

- Prioriser les actions : Ranking



=>» Stratégie pour utilisation de données entre les nanoformes
(ECHA, 2016, 2017)
Utilisation de données (éco)toxicologiques pour combler les manques de
données et regrouper les nanoformes.

GUIDAMCE

Guidance on information requirements and chemical safety
assessment

Appendix R.6-1 for nanomaterials applicable to the
Guidance on QSARs and Grouping of Chemicals

Version 1.0
May 2017

14



Identification of the nanoforms

| » The different nanoforms in one REACH registration dossier o
| are individually characterised by their basic physico-

chemical parameters (define “what they are”)

Nanoform identification
(what they are)

Physical parameters
(particle
characteristics)

Chemical
parameters

Composition?!

Impurities

Surface
chemistry?

Surface area

Certains i
Ex. rigidi
fib1

mangques...
té pour les
res...

15



Identification of the nanoforms

| » The different nanoforms in one REACH registration dossier
| are individually characterised by their basic physico-

chemical parameters (define “what they are”)

Initial grouping of nanoforms
# Find similarities on “what they are”

= Find similarities on “where they go”

Nanoform identification Behaviour Reactivity
(what they are) (where they go) (what they do)
chamical Physical parameters

(particle

arameters
P characteristics)

Composition?! Solubility*

4 N
Impurities Hydrophobicity® (Eé?ﬁﬁ%
\ _/
4 A
Surface Zeta Potential Photoreactivity’
chemistry=
\ v,

Surface area

Dispersibility®

Dustiness




Identification of the nanoforms

= The different nanoforms in one REACH registration dossier
are individually characterised by their basic physico-
chemical parameters (define “what they are”)

Substance

Initial grouping of nanoforms

# Find similarities on “what they are”
= Find similarities on “where they go”

Identification of available data and data gaps

Information requirements = Data available on the (group of) nanomaterial(s)

REACH (tonnage)

= |dentification of data gaps




Identification of the nanoforms

= The different nanoforms in one REACH registration dossier o
are individually characterised by their basic physico-
chemical parameters (define “what they are”)

Substance

Initial grouping of nanoforms
# Find similarities on “what they are” o

= Find similarities on “where they go”

Identification of available data and data gaps
= Data available on the (group of) nanomaterial(s) o

= |dentification of data gaps

Information requirements
REACH (tonnage)

Identification of potential source materials
= Hypothesis building to justify use o7 222222 wnaterials
= Consider similarities in physicochemical parameters o
= Consider relationships between physicochemical /
parameters and toxicokinetics and hazard
s |dentity intormation needed to substantiate the hypothesis

=> Identifier les matériaux sources potentiels

=>» Considérer les similarités & relation entre paramétres P-C, TK, dangers

Expliquer pourquoi les similitudes ou les différences de propriétés
physico-chimiques entre les nanoformes permettent de prédire des
comportements (€co)toxicologiques spécifiques



=» Considérer les similarités & la relation entre paramétres P-C, TK & dangers

Nanoform identification Behaviour Reactivity
(what they are) (where they go) (what they do)
Ehemical Physical parameters

(particle
characteristics)

parameters

Composition* Solubility*

4 ™
Impurities Biological
_-%7| (re)activity
A\ /
4 N
Surface
chemistry? Photoreactivity’
\ v

Dustiness



Identification of the nanoforms

= The different nanoforms in one REACH registration dossier o
are individually characterised by their basic physico-
chemical parameters (define “what they are”)

Substance

Initial grouping of nanoforms
# Find similarities on “what they are” o

= Find similarities on “where they go”

Identification of available data and data gaps
= Data available on the (group of) nanomaterial(s) o

= |dentification of data gaps

Information requirements
REACH (tonnage)

Identification of potential source materials
= Hypothesis building to justify use of source materials
* Consider similarities in physicochemical parameters o
= Consider relationships between physicochemical
parameters and toxicokinetics and hazard
= |dentify information needed to substantiate the hypothesis

Substantiate hypothesis
» [nformation gathering o

= Consider data needed to improve argumentation
= Build testing strategy

Consider all endpoints
‘ required under REACH in
an overall testing strategy

=>» Justifier I'hypothése (paramétres tox par parameétre tox), basé sur
l'assurance que le NM atteint moins le site cible (argument TK) et
qu’il est moins dangereux (argument de risque)



Identification of the nanoforms

= The different nanoforms in one REACH registration dossier o
are individually characterised by their basic physico-
chemical parameters (define “what they are”)

Substance

Initial grouping of nanoforms
# Find similarities on “what they are” o

= Find similarities on “where they go”

Identification of available data and data gaps
= Data available on the (group of) nanomaterial(s) o

= |dentification of data gaps

Information requirements
REACH (tonnage)

Identification of potential source materials
= Hypothesis building to justify use of source materials
* Consider similarities in physicochemical parameters o
= Consider relationships between physicochemical
parameters and toxicokinetics and hazard
= |dentify information needed to substantiate the hypothesis

Substantiate hypothesis
» [nformation gathering o

= Consider data needed to improve argumentation
= Build testing strategy

Consider all endpoints

required under REACH in -
an overall testing strategy

Assess new data
= Hypothesis sufficiently substantiated?

YES

. il

21 ( Fill data gap )

-21 -



&) OECD

Organisation for Econonuc Co-operation and Development
ENV/JM/MONO(2018)28

Unclassified English - Or. English
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Endpoint considéré = Danger génotoxique tel que déterminé par le
test des comeétes in vitro

Six nanoformes de TiO2 comme substances sources (analogues)
pour prédire par lecture croisée le potentiel génotoxique des 2 nano-

Ti02 cibles

7 par leur taille, leur revétement, leur cristallinité (anatase et rutile) et

leur hydrophobicité (hydrophobes et hydrophiles)

Dans cette étude de cas, les données de cometes pour TiO2 Rutile (R)
nano (Sigma 637262) et pour TiO2 Anatase (A) nano (Sigma 637254)

sont manquantes =@ 4 combler par lecture croisée



1 - identification et caractérisation appropriée des nanoformes de la
substance

« What they are? » (proprictés physico-chimiques des NM source)

Property NM100 NM101 NM102 NM103 NM104 NM105
Crystal type Anatase Anatase Anatase Rutile Rutile 83%
anatase
17% rutile
Other info Dry-milled  Semiconductor catalyst photocatalytic  hydrophobic ~ hydrophilic -
used in photocatalytic
process
Total non-TiOz content 15 9 5 11 1" 0.1

including coating and
impurities (% wiw)

Surface chemistry (as declared  uncoated  uncoated uncoated Alz03 and Al203 and uncoated
by manufacturer) Si02 Si02
Surface coating (% wiw) 0 0 0 8 8 0
Organic matter (%) 0 8 0 2 2 0
Primary particle diameter 93+23 5+1 2210 24+2 24+2 203
(TEM) (nm)
Crystallite size (XRD) (nm) 2 117 £ 40 7T+2 24+5 2414 2514 22+5
Particle Size Distribution 21010 278 440 + 37 135+ 25 145+ 35 177 £39
average (nm)®
Shape Spheroidal  Spheroidal Spheraidal Spheroidal Spheroidal Spheroidal
Aspect ratio 1.53 1.53 1.53 1.7 1.53 1.36

Specific surface area (m2/g) 9 242 £73 7710 bd x4 b4x72 4705




Endpoint considéré = Danger génotoxique tel que déterminé par le
test des cometes in vitro

Pour la réactivité ("ce gu'ils font"), informations toxicologiques recueillies :

Public OECD dossiers (OECD 2015)

REACH registration dossiers as of March 2016

Report on nano-TiO2 proposal for classification from ANSES (2016),
JRC Repository (Rasmussen et al. 2014)

Nanogenotox FP7 project (Nanogenotox 2012).



Résultats des tests cometes in vitro pour tous les analogues identifiés

Résultats positifs et négatifs (tests positifs sur I'ensemble des tests disponibles)

« What they do? » (Résultats génotoxicité des NM source)

Name NM-100 NM-101 NM-102 NM-103 NM-104 NM-105
o Micronucleus assay - - 310 38 38 4118
"E Comet 212 2/6 518 /6 0/6 10/14
- Chromosomal aberration - - = = = o
o Micronucleus assay - 0/3 /6 /5 /5 219
= Comet - 15 213 112 212 415
S Chromosomal aberration - - 2 - - -

Selon la tendance 1dentifiée pour les résultats comete in vitro, 2 groupes
d’analogues identifiés selon leurs caractéristiques P-C

Naked particle Particle with high non-TiOz2 content (coating and impurities)
NMs NM-100, NM-102, NM-105 NM-103, NM-101, NM-104
DNA damage + -

=» Résultats positifs pour NM-100, NM-102 et NM-105



Etablissement de la matrice pour reporter les données recueillies

P— —_— SOURCE ANALOGUES TARGET NMs
/ Name \ NM-100 NM-101 NM-102 NM-103 NM-104 NM-105 TiOzR TiOz A
Particle size distribution in MQ, 1min {(nm) 2013 5009 5057 1977.0 194 3 2215
Zeta Potential in MQ, 1min (mV) 245 272 271 391 234 238
Zeta Potential DMEM 10 FBS, M1, 1 min (mV) 7840 013 -10.50 -12.40 538 992
Zeta Potential PBS, 20 min (mV) -20.2 217 -18.5 -209 =203 -332
Zeta Potential DMEM 5 FBS, 20 min (mV) -10.4 -11.3 a5 137 94 -119
Pdl in PBS, untreated 0219 0239 0.769 0.255 0232 0.232
Pdl in MQ, 1 min 0.205 0274 0248 0.393 0236 0211
Pdl in DMEM & L-glutamine, 20 min 0515 0247 0.227 0.264 0.209 0.341
/\ Pdl 0303 0323 0427 0292 0227 0.245
Isoelectric Point (Mean) (pH) NA 55 6.0 83 85 6.8
lectric Point (Min) (pH) NA 53 6.0 82 82 6.6
lectric Point (Max) (pH) NA 57 6 85 88 6.9
o DEnsity (g/mL) 384 399 384 402 4.09 4.05
: MEan of total pore volume (mL/g) 0.032 0.319 0.300 0.262 0.194 0.194
E ropore surface area (m2/g) 0 13.625 1.108 0 0 0
E ropore volume (mL/g) 0 0.00179 0.00034 0 0 0
é stiness-Respirable(mg/kg) 1500 5600 9200 19000 6400 11000
iodurability 24h 0.05% BSA (Ti content) (ug/l) 52 0 0 0 0 0
Biodurability 24h Gambles solution (Ti content) 0 0 3388 0 0 0
(Hgll)
Biodurability 24h Caco?2 (Ti content) {ugil) 796 314 1741 222 3386 2724
- _g dox caco2 medium? 1 -1 -1 1 -1 -1
5 > Rgdox Gamble's solution 1 0 1 1 1 1
s edox BSA= 0 0 0 0 0 0

‘



L'ensemble des données sur les analogues montre que

Les NM enrobées s'averent négatives dans le test des cometes,
tandis que celles qui ne sont pas enrobées et qui contiennent des
impuretés organiques sont positives.

Name NM-100 NM-104 NM-102 NM-103 NM-104 NM-105 TiOz R Ti0z A
In vitro comet

+ - + - - + - +
assay

Dans la génotoxicité primaire directe et indirecte, l'interaction physique d’'un NM avec
I'ADN (directe) ou un autre composant cellulaire (ex. une réaction d'oxydoréduction a
médiation enzymatique) qui génere des ROS (indirecte) est nécessaire pour que 'ADN
soit endommagg.

Le revetement NM agit comme une barriere physique qui peut empécher ce contact
entre les atomes de Ti et d'O du TiO2 et I'ADN ou d'autres composants cellulaires.

=> Le nano-TiO2 revétu sera probablement NON génotoxique dans le cométes car pas
d'interaction physique entre les atomes de Ti / O et les composants ADN / cellules.



Autres exemples d’utilisation du Read-Across & grouping
(Nanoreg?)

- HARNSs : Regroupement initial basé sur la forme et la solubilité

- Composés de nickel : Read-across avec non-nanoformes basé sur la
solubilité /libération d’ions métalliques

- Fibres céramiques réfractaires : Read-across avec non-nanoformes basé sur le
paradigme des fibres

- NPs de TiO2 : Read-across et regroupement de nanoformes basés sur
l'identité chimique et I'activité photocatalytique

- NPs d'argent : Read-across et regroupement des nanoformes en fonction de la
taille, de la forme et du traitement de surface

- NTC : Read-across / regroupement basés sur le paradigme des fibres

pathogénes



Est-il concevable de regrouper les PSLT?

- Existe-t-1l une base technique pour évaluer les
PSLT en tant que groupe ? Si oui, comment

seraient-elles définies ?

- Comment déterminer les doses maximales
tolérées pour les études par inhalation de particules
peu solubles et comment les réponses observées a des

niveaux supérieurs doivent-elles étre extrapolées?

- La réaction pulmonaire du rat a des doses élevées
de particules comme le dioxyde de titane et le noir de
carbone est-elle unique a cette espece, ou le rat est-il

une espece sensible et pertinente pour 'homme ?

P

Target nanoform(s)

Source non-nanoform

|

Group

All forms are part of one
substance



Conclusion générale ERS nano

Prendre en compte la spécificité des nanomatériaux

=>» Modifier et/ou d’adapter les méthodologies de caractérisation des
dangers (éco)toxicologiques afin d’améliorer la fiabilit¢ et la
prédictivité des essais sur NM.

1. Caractérisation physicochimique initiale compléte du NM étudié,
socle indispensable prélude a toute expérimentation.

Distribution
en taille

2. Méthode de préparation des\formulations nanoparticulaires = étape

Taille

Composition / . l~oml.; . ) .
clé (ECHA 2012 ; LD OCDE etrie : caractérisation physico-
himiqu rofondi h milieux d’essai
C que appro Ota,d}\e.delc f‘g}l 7E SR d’essa

TiO2 observé au MEB
| Charge de surface ?

Surface reactive R




Conclusion générale ERS nano

3. Choix du systeme d’essai et des conditions expérimentales :

Argumenter le choix du mode¢le expérimental (type cellulaire et mode de
culture, espece animale,...) et les conditions de traitement (doses, durée,
fréquence, mode d’exposition,...) et

3a. Saffranchir des phénomenes de biais et d’interférences avec les
paramétres mesurés "9 Interprétation !

3b. Intégrer aux essais des matériaux de référence (nano et non
nanométrique) pour garantir la sensibilité et la spécificité du systeme
d’essai mis en ceuvre (Dusinska et al, 2013)

3c. Vérifier la reproductibilité des résultats obtenus 7 vitro

4. Grande variété de NM et capacité a changer au cours de leur cycle de vie, le
développement de nouveaux outils et de nouvelles approches est
indispensable pour une évaluation nano-spécifique des risques.

32



Conclusion sur ’évaluation des risques “nano-spécifique”

* ERS auv-eas-par-eas : Difficile (impossible !) a appliquer pour la

prise en charge a court ou moyen terme de la situation actuelle

A - T ° 4 “a - - 4 ° “a » - ° - - I ° I

Entrée —— i
/0 Toxicologie / Sortie _\
® Ecotoxicologie D @ hiveau risque
® Réactivité physchem danger @ indice de confiance
@ Mesures expo _ R
Q - H risgque . .
o Usages [Scen?rm} E . @ hiveau risque
Type de matrice EXpo | @ indice de confiance

v" Nouvelles approches tox : Haut-Débit / Réglementaire, OS AR

3. Renforcer la description des expositions
Nécessité de définir quelles situations, quels éléments, peuvent conduire
a la plus forte exposition (cycle de vie de chaque application du NM).

33



Institut
Pasteur

Merci pour votre attention

Fabrice.nesslany@pasteur-lille.fr

https: / /mutagenese.pasteur-lille.fr/accueil /

Fondation

reconnue

d’utilité
34publique
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