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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

I.  LES NANOPARTICULES ET LA TOXICOLOGIE.

[Extrait d’un article pour I'Encyclopédie Médico-Chirurgicale (EMC)]
I.1. Introduction :
En 1959, Richard Feynman, Prix Nobel de Physique 1965, a émis I'hypotheése qu'il devrait
étre possible de travailler au niveau atomique et il a décrit un monde dans lequel on pourrait
manipuler les atomes un a un et construire ainsi des structures cohérentes de trés petites
tailles. Cette vision d'avant-garde s'est concrétisée avec l'apparition des nanotechnologies qui
peuvent étre définies comme [’ensemble des techniques permettant la manipulation de la
matiére au niveau atomique et moléculaire. Elles consistent a concevoir et manipuler des
structures qui ne dépassent pas 500 nm dans au moins une de leurs dimensions auxquelles a
¢été¢ donné le nom générique de « nanoparticules » (NPs).
Les ¢léments nanométriques sont utilisés de maniere empirique depuis tres longtemps et sont
¢galement présents dans le monde vivant. De nombreuses structures naturelles, telles que les
protéines ou les molécules d'ADN (dont le diamétre est de 2 nm) répondent a la définition de
nanoparticules. A titre de comparaison, le diametre d’un atome de silicium est de 0,2 nm,
celui d’un globule rouge de 7000 nm et celui d’un cheveu humain de 10000 a 50000 nm. Les
petits virus comme les Picornaviridae sont des structures fonctionnelles de 30 a 40 nm de
diamétre. Les feuilles de lotus sont recouvertes de NPs de cire qui la rendent hydrophobe, les
gouttes d'eau a leur surface gardent leur forme sphérique sans s'étaler du fait d’une absence
compléte de mouillage. Les propriétés d'auto-assemblage d'atomes sont utilisées depuis
I’antiquité. A 1'époque romaine tardive, des particules métalliques de dimensions
nanométriques étaient introduites lors de la fabrication du verre. Une coupe, actuellement au

British muséum de Londres, décrivant la mort du roi Lycurgus, contient des particules
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nanométriques d'or et d'argent. Elle est de couleur vert-jade en réflexion, mais devient rubis
lorsqu'une source lumineuse est introduite a l'intérieur (en transmission). Le bleu des
peintures mayas, tout comme le lustre de poteries de la Renaissance italienne sont dus a
l'introduction de nanoparticules métalliques dans la préparation de la pate. Il en est de méme
dans la fabrication des vitraux des grandes cathédrales de 1'époque médiévale (cobalt pour la
couleur bleue, argent pour le jaune...). La photographie argentique repose sur le dépot de
particules nanométriques d’argent. Enfin les résidus de combustions industrielles ou
automobiles (diesel) sont composés de particules nanométriques résultant de la combustion
incompléte du carburant [1-3].

1.2. Définitions

Il n’existe pas jusqu’au moment une définition standard de la nanoparticule, ni au niveau
national ni international. De plus, dans la littérature plusieurs définitions contradictoires de
NPs basées souvent sur la taille, ont été¢ proposées. On parle de nanosciences pour les études
théoriques de ces structures nanométriques. En effet, a cette échelle, la matiére présente des
particularités qui ne sont plus décrites par la physique classique, mais qui répondent aux lois
de la mécanique quantique. Les termes nanostructures, ou, plus couramment,
nanoparticules (NPs) regroupent I’ensemble des constructions nanométriques : nano-objets,
et nanomatériaux. Les nano-objets sont les structures ¢lémentaires, de forme et de taille
bien définies, soit produits industriellement, soit formés spontanément de facon naturelle ou
en tant que sous-produits de I’activit¢ humaine. Les nanomatériaux sont composés de nano-
objets ou renferment des nano-objets. Les nanoparticules ont ¢ét¢ définies comme des
particules solides ou des systemes dispersés a une échelle de taille de 10 a 1000 nm [4, 5].
Elles ont également été définies comme des matériaux qui ont au moins une dimension
inférieure a 100 nm [6-8]. Ces deux définitions contradictoires de NPs reflétent les difficultés

d’obtenir une définition standard, reconnue sur le plan réglementaire, alors que les
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nanomatériaux sont déja fabriqués, commercialisés et utilisés. Pourtant une telle définition est
nécessaire étant donné le risque toxique potentiel, pour le moment non pris en compte, que
fait courir ces nanostructures tant dans le monde du travail que dans la vie de tous les jours
(environnement, alimentation, cosmétiques...). Cette définition devra &tre validée par les
gouvernements et in fine par le Parlement Européen a la suite de consultations organisées
avec les organisations non gouvernementales (ONG) ainsi que les industries développant des
nanotechnologies. Le Parlement Européen a d’ailleurs demandé a la Commission Européenne
de fournir une définition précise du terme « nanomatériaux » pour I’inclure dans la 1égislation
communautaire [9].

Les experts se positionnent clairement en faveur d’une définition limitée a la taille en excluant
de fait tout critére li¢ a leurs propriétés physico-chimiques. Si le seuil plancher d’1 nanométre
est largement accepté, la limite maximale reste a définir Cependant il pourrait étre nécessaire
d’adapter la définition générale a des applications spécifiques [10]. De plus, une éventuelle
toxicité des nanoparticules doit étre prise en compte et celle-ci devra également faire 1’objet
de réglementations spécifiques. En effet, il n’est pas possible de se limiter a la taille et a la
dose pour ces structures qui possédent des propriétés physico-chimiques particuliéres. Ainsi
devraient étre pris en compte la composition, et la réactivité des NPs qui varient d’un type de
particule 1’autre et qui pourraient €tre lies a leur toxicité. Il apparait donc nécessaire de
développer des études de toxicité de ces composés nanoparticulaires celles-ci étant menées
pour toute structure originale. En plus de la définition, une réglementation devra €tre mise en
place pour encadrer I'utilisation de ces nouvelles technologies. Dans ce but, a émergé le
concept de "nanotoxicologie", champ scientifique qui étudie les risques environnementaux et
sanitaires liés aux nanotechnologies.

1.3. Utilisations non médicales actuelles ou futures de NPs
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La définition tres large des nanoparticules fait entrer dans ce cadre des structures tres diverses
allant de particules formées spontanément ou par auto-assemblage a la conception de nouveau
matériel par contrdle direct de la matiére au niveau atomique ou moléculaire. Aussi les
applications sont-elles variées et les NPs trouvent des utilisations en médecine, en
¢lectronique, dans la science des biomatériaux et la production d'énergie (liste non
limitative) [11].

- Automobile, aéronautique : revétements anticorrosion et antisalissure, additifs moteurs,
pneumatiques plus résistants, pots catalytiques. Une réduction des colts énergétiques est
obtenue par un meilleur rendement des moteurs du fait de 'utilisation de micro-capteurs ;

- EKlectronique, communication et informatique : miniaturisation, développement de
mémoires a haute densité, micro-ordinateurs, écrans plats plus lumineux ;

- Chimie et matériaux : céramiques, poudres, pigments, catalyseurs, nouvelles techniques de
soudage ;

- Industrie textile: fibres plus résistantes, hydrophobes ou encore ignifuges,
antibactériennes, anti-odeurs ;

- Industrie du verre: vitres autonettoyantes, développement de propriétés optiques
particuliéres (fonction réfléchissante, coloration, absorption des UV...) ;

- Cosmétique et produits d’hygiéne : cremes solaires pour filtrer les UV avec une tenue a
I'eau améliorée (Ti0,), maquillages, pates dentifrice ;

- Energie : cellules photovoltaiques, batterie a hydrogéne, isolants ;

- Environnement : diminution des rejets de dioxyde de carbone, production d'eau douce,
pesticides/fertilisants plus efficaces et moins toxiques ;

- Sécurité des procédés : réacteurs zéolithes compacts, prévention des copies criminelles des
cartes de crédit ou de débit, protection contre la falsification de billets de banque et des

documents officiels, procédés auto-organis€és permettant des controles de qualité,
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incorporation de nano-senseurs dans les chaines de production :

Ainsi, aucun secteur de l'industrie n'échappe aux NPs et les nanotechnologies ont de plus en
plus un role économique et social trés important. En effet, elles généreraient déja un revenu de
40 milliards d’euros en 2001 selon la Commission Européenne qui devrait dépasser le seuil de
1.700 milliards d'euros en 2014, représenter 15 % de la production manufacturiére mondiale
[12] et concerneraient directement I'emploi de 2 millions de personnes dans le monde (Figure
1). Le domaine de la santé (« nanomédecine »), quant a lui, représentait 126 millions d’euros

en 2006 [13].

m electromque

® pharmaceutique
® clunue

N ransport
 Autres

B nanomatenaux

Figure 1 : Impact économique des nanotechnologies en 2010. (d’apreés I’AFSSET [13]).

1.3.1. Application médicales et pharmaceutiques des nanotechnologies

- Diagnostic : analyses biomédicales sur des échantillons biologiques de faible volume dits «
précieux » tels que les cellules feetales ou les cellules du cordon ombilical, biopsies de tres
petite taille, manipulation de cellules isolées. Les biopuces (microarrays) utilisées pour
identifier les geénes exprimés et en mesurer le niveau d'expression en comparant par exemple

des tissus humains normaux et cancéreux, peuvent €tre encore miniaturisées. Elles sont
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¢galement utilisées pour la recherche ou l'identification de virus ou de bactéries a partir de
prélévements et pourraient constituer des laboratoires de diagnostic complets en
microfluidique.

Imagerie : La nanotechnologie est également utilisée dans le diagnostic in vivo ; par exemple,
les nanocristaux de CdSe (Cadmium Sélénium) de tailles différentes correspondant, sous
lumicere UV, a des longueurs d’ondes d’émission différentes, sont utilisés en imagerie par
fluorescence (Figure 2). La faible pénétration de la fluorescence restreint son utilisation aux
petits animaux, notamment les souris. Des études récentes ont essayé d’appliquer cette
imagerie chez I’homme, notamment pour la détection des tumeurs dans le cancer de la
prostate et du colon, mais les résultats restent préliminaires. L’imagerie moléculaire
préclinique permet d’observer les molécules biologiques chez le petit animal, pendant une
période relativement longue (plusieurs mois), sans avoir a le sacrifier, pour le développement
des nouveaux médicaments: ex. biodistribution, thérapie génique et étude
pharmacodynamique et pharmacocinétique. L’imagerie moléculaire, surtout 1’imagerie par
fluorescence, pourrait permettre la détection précoce des tumeurs ainsi que le guidage des
biopsies et des gestes chirurgicaux.

Le stade suivant consisterait a effectuer une délivrance sur site d’agents anticancéreux

permettant ainsi une association favorable entre le diagnostic et la thérapie [14].

Figure 2 : NPs de CdSe (tailles différentes) sous lumiére UV. Ces NPs (Artechniaue”/CEA) sont
utilisées en imagerie optique chez les petits animaux (d’apres [14]).
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- Chirurgie : L’utilisation de NPs en chirurgie réparatrice pourrait faire appel a des prothéses
en matériaux biocompatibles (par ex. osseux).

- Thérapie cellulaire : La complexité chimique et structurelle des NPs permet d’envisager
leur utilisation pour stimuler la régénération tissulaire. Cette thérapie vise a remplacer des
cellules malades par des greffes de cellules. Par exemple, le traitement des infarctus du
myocarde par cette stratégie consiste a injecter des cellules directement dans le myocarde.
Cependant, la détection et le suivi non invasif des cellules implantées restent problématiques.
Ainsi, un programme mené par trois laboratoires du CNRS, deux laboratoires INSERM et
deux services hospitaliers d’imagerie médicale a pour 1’objectif d’améliorer le suivi des
cellules implantées aprés marquage avec les NPs superparamagnétiques de fer chez des rats
présentant un infarctus. Les coeurs sont ensuite étudiés par I’'IRM et le marquage fournit un
signal en IRM proportionnel au nombre de cellules ainsi qu’a la masse de fer incorporé par
cellule [15].

- Meédicaments : la pharmacie galénique a développé récemment des systemes de
nanovecteurs (polymériques, métalliques, des liposomes...) susceptibles de promouvoir le
passage transmembranaire tout en protégeant les médicaments de la dégradation par les
enzymes avec un transport des molécules actives jusqu'a leur cible (cf. le chapitre II).
Cependant, avant toute utilisation médicale ou pharmaceutique, la toxicité des NPs utilisées
devra étre étudiée.

1.4. NPs et toxicologie

L’utilisation universelle des NPs nécessite comme pour toute technologie nouvelle, des études
d’impact sur la sant¢ de I’homme et de I’animal. Pourtant, il est actuellement difficile de
mettre en place la définition d’une dose toxique permettant de tenir compte des propriétés des

NPs. La dose pondérale n’est pas suffisante et il faut tenir compte du nombre, de la forme, de
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la surface ainsi que de la structure chimique, tous ces parameétres étant intriqués. La
pénétration et la toxicité des NPs sont trés étudiées dans leurs interactions avec les voies
aériennes, surtout du fait de la présence de résidus de combustion potentiellement toxiques
dans I’air ambiant. Cependant, les multiples utilisations des NPs rendent nécessaire la prise en
compte des autres voies de pénétration dans 1’organisme comme la peau et les muqueuses
avec les produits cosmétiques ou d’hygi¢ne et les médicaments topiques ainsi que la voie
digestive pour les médicaments et les additifs alimentaires.

En toxicologie classique, selon Paracelse "tout est toxique, rien n'est toxique, tout est
question de dose", les effets sont directement liés a la quantité de produit absorbé, exprimée
en unité¢ de masse. Plus celle-ci est élevée, plus I'effet toxique sera important. Dans le cas des
NPs, ce n'est pas le cas. En effet, a masse équivalente, les NPs sont bien plus toxiques que les
microparticules [3]. Donc ce "paradigme masse" ne peut étre I'unique parameétre retenu pour
les NPs et il faut en définir d'autres pour déterminer les seuils de toxicité [10]. Les différents
paramétres liés a la nanotoxicité (Figure 3) qui dérivent directement de la trés grande diversité
des NPs proposées, rend souhaitable la définition d’« indices de toxicité » qui prenne en
compte I’ensemble des parametres physico-chimiques, chacun étant affecté d’une variable

fonction de leur impact potentiel.
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Figure 3 : Toxicocinétique et toxicodynamiques des NPs (modifié d’aprés [16])
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1.4.1. Principales caractéristiques des NPs affectant leur toxicité

1.4.1.1. La taille

Le comportement des NPs dans 1’organisme est fonction non seulement de la voie de
pénétration mais aussi de leurs interactions avec les cellules avec lesquelles elles rentrent en
contact. La principale exposition aux NPs a I’heure actuelle est au niveau de I’arbre
respiratoire. Les NPs peuvent se déposer a tous les niveaux des voies aériennes, et leur petite
taille favorise leur pénétration jusqu’aux alvéoles dans la mesure ou elles ne sont pas en
agrégats. En effet, dans ce cas, le dépot a la surface de la trachée et des bronches, entraine une
remontée par le processus ciliaire et le passage dans les voies digestives. Un passage des NPs
inhalées vers le systéme nerveux central, en utilisant les branches du nerf olfactif serait
possible [17]. Véhiculées par les macrophages alvéolaires elles pourraient gagner différents
organes et tissus par voie sanguine ou lymphatique.

La taille régit I’efficacité de la pénétration intracellulaire : la phagocytose impossible pour les
particules trop grosses (supérieures a 20 um), ne joue pas pour les particules trés petites
(inférieures a 200 nm). Ces dernicres peuvent cependant pénétrer dans les cellules par
endocytose [18]. Mais le fait que les NPs d’or de 50 nm de diameétre pénetrent mieux dans le
cellules que celles de 14 ou 74 nm tend a montrer qu’il pourrait exister une taille optimale
pour ’internalisation [19]. La cinétique d’internalisation de NPs dépend également de la taille
[19-21].

Les interactions des NPs avec les protéines du milieu sont a considérer [18]: plus les
particules sont grosses, plus les protéines du milieu de culture sont susceptibles d’avoir de
points de fixation a leur surface, ce qui engendre des modifications des propriétés de la

surface de NPs (notamment la charge) affectant leurs propriétés toxicologiques.
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La fixation des NPs sur les récepteurs membranaires est fonction de leur taille et sans doute
aussi de leur structure. Cette fixation peut déclencher des phénomenes d’internalisation (ex.
les récepteur déclenchant I’endocytose chlatrine-dépendante), mais pourrait aussi induire une
activation des cascades de signalisation cellulaire ou des synthéses protéiques.(ex. chlatrine)
[22].

La taille des NPs n’est pas le seul facteur critique déterminant leur toxicité. Leur nombre pour
une masse donnée et leur forme, qui déterminent la surface spécifique (m?/g), interviennent
dans les interactions avec les tissus. En effet, une diminution de la taille de NPs, une forme
complexe, une structure poreuse, se traduisent par une augmentation de la surface pour une
masse donnée, et augmentent la réactivité biologique

La forme des NPs est trés variée mais son influence sur la toxicité n’est pas bien connue.
Celle-ci peut jouer sur la cinétique de dépot et les interactions NPs / cellules ainsi que sur leur
pénétration dans les cellules [20]. Par exemple, les nanotubes a mono-paroi sont plus toxiques
que les nanotubes multi-paroi in vitro et les NPs sphériques sont internalisées 5 fois plus que
celles en forme de baton de diametre identique [20].

Les études épidémiologiques ont montré que le nombre de NPs serait corrélé a la morbi-
mortalité respiratoire lors d’épisodes de pollutions urbaines ou d’expositions professionnelles.
Le nombre total serait un des facteurs de la translocation vers I’interstittum pulmonaire [23,
241]. Néanmoins, I’interprétation des données €pidémiologiques est rendue difficile de par la
variabilité physico-chimique des NPs 1’aérosol ou la présence de polluants tels le monoxyde

de carbone, I’oxyde d’azote ou 1’ozone [25].

1.4.1.2. La structure chimique
La composition des NPs est trés variée et pratiquement toutes les classes de substance sont

représentées. Aussi, selon les groupes réactifs présents a la surface, les effets biologiques des
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NPs peuvent-ils considérablement varier mais ce parameétre est important et la réactivité de

surface est un facteur clé dans la toxicité des nano-objets [26].

1.4.1.2.1 Hydrophilie et charge

Les NPs hydrophiles sont les plus toxiques et elles pourraient également induire la production
de médiateurs pro-inflammatoires ou réduire D’efficacit¢é de la phagocytose. En effet,
I’opsonisation dépend du degré d’hydrophilie [27]. Les NPs hydrophobes sont rapidement
recouvertes d’opsonines (anticorps, systéme du complément...) et par conséquent les plus
rapidement phagocytées par les macrophages.

La présence de charges électriques superficielles pourrait contribuer a 1’adsorption de
protéines ou encore a des interactions avec les membranes cellulaires [27]. Bien que ce
parametre présente un intérét, il reste peu étudié. Les NPs anioniques ou neutres sont
internalisées malgré une faible interaction avec la membrane cellulaire [28], mais plus
faiblement que les nanoparticules chargées positivement [29]. En effet les NPs cationiques se
lient aux groupements négatifs a la surface de la cellule (par exemple, les acides sialiques)
[30] favorisant le contact et leur internalisation. Puisque les NPs chargées positivement sont
internalisées rapidement par une voie clathrine-dépendante [31] elles peuvent étre utilisées
comme vecteurs de médicaments et de genes [32, 33]. Apres blocage de cette voie
d'endocytose par un des inhibiteurs spécifiques (ex. chlorpromazine) [34], I’internalisation des
particules cationiques est quand méme possible par des voies alternatives, surtout
I’endocytose compensatoire [31]. Cependant certaines NPs cationiques comme celles a base
de silice sont mal internalisées [35]. Des modifications des fonctions a la surface des NPs,
telles que le nombre de groupements hydrophobes ou leur structure peut altérer le degré

d'internalisation cellulaire. Donc, les interactions entre les nanoparticules et la surface
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cellulaire ne se limitent pas a des phénoménes de charge par unité de surface [36] et restent

des phénomenes complexes.

1.4.1.3. Agglomération-agrégation

Un agrégat est un groupe de particules dont la cohésion reléve de forces de Van der Waal, de
forces électrostatiques ou des force développées par les tensions de surface, par opposition a
un agglomérat ou les particules sont plus fortement liées et ne peuvent donc plus se séparer.
Une liaison forte se formant entre les particules primaires d'un agglomérat est suffisamment
solide pour résister aux actions du fluide utilisé (Figure 4) [37]. La formation
d’agrégats/agglomérats est un facteur important qui peut transformer les NPs en structures
micrométriques, donc en modifier considérablement le comportement : sédimentation, dépots
dans les voies aériennes et phagocytose par les macrophages. Ce phénomeéne diminue la
surface de contact et modifie les interactions avec I’environnement ainsi que la toxicité. Ceci
peut étre liée a la disparition de groupements réactifs tel que cela a été observé avec des NPs
de TiO, [38]. Les mécanismes d’internalisation des NPs sont également altérés du fait de la
modification de la surface et de la charge [13]. Pour éviter cette agrégation, les NPs peuvent

étre stabilisées par recouvrement d’agents tensioactifs.
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Figure 4 : De la particule a ’agglomérat. (Service du répertoire toxicologique du Commission de la
Santé et de la Sécurité du travail [39] ; adapté de [ 'International Carbon Black Association)

1.4.2. Evaluation de la cytotoxicité des NPs

1.4.2.1. Caractérisation physico-chimique des NPs

Avant d’évaluer les interactions in vitro des NPs avec les produits biologiques ou les cellules,
les procédures de purification, des propriétés telles que la stabilité en suspension, la solubilité,
l'agrégation intrinséque, la floculation, la stabilité chimique, la conductivité ou le potentiel

redox et le degré de contamination doivent étre déterminées. (Tableau 1).
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Tableau 1 : importance des caractéristiques des NPs étudiées avant toute étude in vitro

(d’apres Jones et coll. [8]).

Importance selon ’utilisation

Propriétés des NPs étudiées Matériau fourni  Utilisations  En culture
acellulaires cellulaire

- Taille E D D

- Forme E o (0

- Composition E (0 o

- Chimie de surface E D D/O

- Contamination de surface N D N

- Charge de surface E E 0]

- Structure cristalline E (0 (0]

- Etat d’agglomération N N D

- Porosité D N N

- Méthode de préparation E -- -

- Hétérogénéité E E D

- Conditions du stockage E E -

- Concentration (masse & nombre) - E D

* Combiné avec 'état d'agglomération

E : Caractére considéré comme essentiel ; D : Caractére important mais non essentiel, en raison de
contraintes liées a la complexité, au colt et a la disponibilité ; O : Caractére considéré comme utile,
mais non essentiel ; N: Caractére considéré comme non important.

1.4.2.2. Les modéles cellulaires : sélection et utilisation

Les lignées cellulaires continues, diploides ou les cellules de primo-explantation cultivées en
plaque ou en flacons de polystyréne, avec ou sans sérum, constituent le modele standard
d'évaluation de la toxicité in vitro des NPs [40]. De nombreux modéles de cellules ont été
utilisés comme des phagocytes, des cellules nerveuses, hépatiques, sanguines, épithéliales,
endothéliales, différentes lignées de cellules cancéreuses [8]. Le choix du modele est fonction
des particules utilisées et de leur potentielle utilisation in vivo [8]. Les lignées cellulaires
continues différent des cellules dont elles sont issues (altérations génomiques et
phénotypiques) et les résultats obtenus in vifro ne sont pas obligatoirement extrapolables in

vivo [41]. De plus les résultats obtenus peuvent étre tres différents d’une lignée a 1’autre.
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Aussi, l'utilisation de cellules de primo-explantation est-elle recommandée, mais pose des
problémes de mise en culture (milieu utilisé, établissement in vitro), d’adaptation aux
conditions in vitro, durée de survie, avec un risque d’immortalisation [42].

La cytotoxicité des NPs est liée a leur internalisation. Comme les macrophages alvéolaires
sont les premiéres cellules qui entrent en contact avec les particules étrangeéres apres
pénétration par voie aérienne, ils jouent un role clé dans les maladies pulmonaires [23]. Aussi
ces cellules sont-elles souvent été utilisées comme modele. L’activation des macrophages
apres phagocytose de particules étrangeres, se traduit par une production de cytokines, la mise
en jeu de cascades de signalisation et la production des especes réactives de 1’oxygeéne (ROS)
et a un role important dans I’inflammation. La phagocytose de particules non biodégradables
donne un réle essentiel au macrophage dans la biopersistance. Du fait de leur capacité a
franchir les barriéres anatomiques, ils peuvent ¢galement assurer la dissémination de
particules dans 1’organisme.

Les principales lignées monocytaires /macrophagiques utilisées sont RAW264.7, J774.1, IC-
21, THP-1, Jurkat, Mono Mac-6, U937 et NR8383 [8]. Par exemple, les risques d'exposition
aux nanomatériaux par inhalation sont évalués in vitro en utilisant les lignées immortalisées
THP-1, RAW264-7, J7, Mono Mac 6 cellules ou IC-21 [43, 44] ou des macrophages
alvéolaires de rats [45-47]. Long et coll. ont utilis¢ une lignée de microglie de souris en co-
culture afin d’étudier les effets des ROS libérées, lors du contact avec des NP, sur I’ADN, les
protéines et les lipides de neurones dopaminergiques de rat (N27) [48].

L’utilisation de lignées macrophagiques permet de comparer la cytotoxicit¢ de différentes
formulations de NPs selon la taille, I'activité de surface et le taux de dissolution et ces cellules
sont actuellement un modele cellulaire de choix pour les études de nanotoxicologie [21, 26,

49].
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1.4.2.3 Les déterminants moléculaires de la cytotoxicité des NPs

Les études de cytotoxicité de NPs ont mis en évidence, principalement, leur réle dans la
formation de molécules oxydantes par les cellules. De fait elles modifient les potentiels redox
cellulaires. Les NPs favorisent la formation de pro-oxydants déstabilisant 1'équilibre entre la
production de ROS dans la membrane (in vitro et in vivo) et mécanismes de réparation de
cette perturbation [50, 51]. Par exemple, les fullerénes hydrosolubles (C60) induisent la
formation du radical superoxyde (O, ), la peroxydation lipidique et sont trés cytotoxiques.
Les kératinocytes traitées avec des nanotubes de carbone présentent une augmentation de la
génération de ROS, une peroxydation des lipides, une souffrance mitochondriale et des
modifications morphologiques [51].

Le stress oxydant induit par des NPs renforce l'inflammation par la régulation positive génes
impliqués dans le stress oxydant comme gclc (glutamate-cysteine ligase, catalytic subunit)
[52], ncfl (meutrophil cytosolic factor 1) [53], nf-kb (nuclear factor of kappa light
polypeptide), ap-1 (activateur de la protéine 1), erk (kinases de signaux extracellulaires) c-
Jun, jnk (N-terminal de kinases), et p38 MAPK kinases [50, 51]. Selon I’hypothése de
Donaldson et coll. [54], les NPs induiraient un stress oxydant au sein des cellules et
provoqueraient une acétylation des histones entrainant le décompactage de I’ADN permettant
I’acceés des complexes de transcription aux régions promotrices en affectant ainsi 1I’expression
des genes impliqués dans les processus inflammatoires et la mort cellulaire (apoptose,
autophagie). Les ROS induiraient, directement ou via 1’augmentation de la concentration
cytosolique du Ca®", I’expression de nf-xb qui stimulerait la transcription des génes codant des
médiateurs inflammatoires tels les TNF-o, IL-8, IL-2, IL-6 ou GM-CSF (Granulocyte

Macrophage Colony Stimuling Factor) (Figure 5).
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Figure 5 : Mécanisme hypothétique d’interactions cellule-NPs. Selon Oberdorster et coll. [55] adapté de
Donaldson et coll. [56]. EGFR : récepteurs du facteur de croissance épithélial (Epithelial Growth Factor
Receptor).
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II. LES NANOVECTEURS POLYMERIQUES DE PRINCIPES
ACTIFS

I1.1. La vectorisation des médicaments

La vectorisation des médicaments consiste a apporter les médicaments spécifiquement vers
les cellules cibles en utilisant des vecteurs biocompatibles. Elle est actuellement en plein
développement, mais reste cependant embryonnaire. Elle fait partie des nouvelles stratégies
de prévention et du traitement de différentes maladies, en particulier le cancer [57]. En effet,
la grande majorit¢é de nouveaux principes actifs a des propriétés pharmacocinétiques
médiocres avec des caractéristiques physico-chimiques peu favorables au passage des
nombreuses barrieres dans ’organisme et sont souvent toxiques [58]. Si le transport de
molécules thérapeutiques est déja une réalité, la vectorisation vraie reste pour le moment
I’objet de recherches précliniques et cliniques. En effet, 1’usage assimile de simples
transporteurs a des vecteurs et les deux termes sont utilisés indifféremment La vectorisation
de substances actives protége ces dernieres de la dégradation chimique ou enzymatique
facilite la traversée des barrieres anatomiques (€pithéliums par exemple) [57].

Les nanoparticules ont été¢ employées en médecine avant que le domaine des nanosciences ne
soit individualisé. Les liposomes sont utilisés depuis 1965 [57] et des NPs ont été utilisées des
1977 dans la pharmacie galénique. Les médicaments vectorisés peuvent étre des protéines,
des peptides des molécules organiques ou minérales ou des plasmides pour la thérapie
génique. Les NPs peuvent également étre utilisées en radiothérapie (ex. la société Nanobiotix
a développé I’approche dite « NanoXray » : NPs porteuses d’« oxyde d’hafnium, NBTXR3 »
’activation de celui-ci par des rayons X libérant une quantité d’énergie dans les tissus ; la
formation de radicaux libres, entraine la destruction de la tumeur) [59] ; en thermothérapie

(NPs) [60, 61] ou en thérapie photodynamique (ex. dendrimeres polyamidoamine et des
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Quantum dots CdTe adressés par 1'acide folique vers les cellules cancéreuses) [61]. Dans ces
applications, il faut que les agents thérapeutiques vectorisés s’accumulent dans les tissus
cibles pour éviter toute Iésion des tissus sains. Pour améliorer les propriétés
pharmacodynamiques des NPs complexées a des composés actifs, des agents fonctionnels
sont incorporés dans la structure : agent de furtivité, de ciblage, de perméation et de contraste

(Figure 6) en fonction des propriétés désirées [57].

Agentsde smuface Prmcipe actf on agents d unagerie

‘Agent de furtivité . Substance active A incorporé dans % Agent de permeation

la matnce de nanoparticule

' Substance active B * Agent de contr aste
Agent de ciblage adsorbée sur la surface

Figure 6 : Les différents moyens de modifier les propriétés de NPs.

Les NPs peuvent transporter un ou plusieurs principes actifs (thérapeutiques), ainsi que des agents de
contraste pour I’imagerie médicale. La présence d’agents de furtivité en surface prévient leur
internalisation et facilite leur diffusion par la circulation générale. Les agents de perméation
permettent la traversée de différentes barriéres biologiques (exemple : barriére hémato-encéphalique).
Les agents de ciblage permettent de diriger la particule vers un tissus ou un organe spécifique (modifi¢
d’aprés Ferrari [62] et Goutayer [57]).

I1.2. Les trois générations de nanovecteurs
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Trois générations successives de nanovecteurs sont décrites (Tableau 2) en fonction de leurs
propriétés de surface (Figure 7) [63].

Tableau 2 : Les trois générations de nanovecteurs d’agents thérapeutiques

Nanovecteur I Principe général I Caractéristiques I Référence

Génération I : - La surface n’est pas - Considérées comme [63]
NPs "nues" modifiée particules étrangéres
- Facilement opsonisées

Génération 11 : - Ajout d’un agent de - NPs recouvertes de [64]
NPs furtives furtivité = PolyEthyléneGlycol ou
augmentation de la polyoxyéthyléne = prévient
demi-vie de I’agent I’opsonisation
véhiculé dans la - ne traversent pas
circulation sanguine I’endothélium vasculaire sain.
el il Ajout d’un agent de - Vectorisation de principes [63,65-72].
Nanovecteurs ciblage, ex. ligand d’un actifs : ex : siRNAs (small
vrais (ciblées) récepteur, anticorps, interfering RNA)

peptide ou saccharide.

Huile  Surfactant Agent de furtivité Agent de ciblage

Figure 7 : Les 3 types de nanovecteurs (exemple des liposomes). A) Premiére génération : NPs « nue
». B) Deuxiéme génération : NPs furtives. C) Troisiéme génération: nanovecteurs « vrais » (d’aprés
Andrieux et coll. [73] modifié par Goutayer [57]).

28



I1.3. Les NPs a vocation thérapeutique

Les premiers nanovecteurs ont ¢té utilisés dans le domaine clinique depuis la derniére
décennie du XX siécle. Les liposomes chargés de molécules anticancéreuses sont
commercialisés depuis I’année 2000 pour traiter le cancer du sein ou de ’ovaire tel la
daunorubicine (DaunoXome® ; NeXstar Pharmaceuticals, Inc.) ou la doxorubicine (Myocet®,
Elan Europe ; Doxil® aux USA) et Caelyx® en Europe). En 2005, I’ Abraxane® (Baxter
Healthcare), paclitaxel encapsulé dans des nanoparticules protéiques de 130 nm de diamétre)
[63], a été autorisée par la FDA pour injection IV dans le traitement du cancer du sein. Depuis
1999, I’ AmBisome” (Gilead Sciences et Fujisawa Healthcare), composé de liposomes chargés
avec I’amphotéricine B, remplace le produit actif seul afin d’en réduire la néphrotoxicité.
Actuellement, plusieurs NPs, vecteurs de principes actifs, sont en cours d’évaluation au
niveau préclinique et clinique. De composition variées elles sont composées de lipides (ex.
liposomes), de protéines (ex. NPs d’albumine) ou de polymeéres de composition variée (ex.
NPs de chitosan).

I1.4. Nanoparticules polymériques

Dans les années 1980, Couvreur et coll. ont développé¢ les premieres NPs polymériques a base
de polyalkylcyanoacrylates [74]. Depuis, d’autres polymeres biocompatibles et
biodégradables ont été utilisés, en particulier le polylactate, le polyglycolate et leur
copolymere (PLA, PGA et PLGA, respectivement) et le poly-caprolactone (Figure 8). Ces
polymeres sont utilisés pour la fabrication de dispositifs médicaux et d’implants sous-cutanés.
IlIs permettent de produire des NPs plus stables que les liposomes [57]. Cependant, leur
biocompatibilité ne signifie pas qu’ils sont dénués de cytotoxicité et celle-ci doit étre évaluée.
En effet, I'utilisation de solvants organiques, comme 1’acétone, dans la formulation de ces

NPs ajoute un facteur de cytotoxicité du fait des concentrations résiduelles des solvants
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utilisés. Mais la production de ces NPs polymériques est difficilement industrialisable car leur
préparation se traduit par des suspensions peu concentrées en nanoparticules (~ 2 %) [57].
Les nanovecteurs a base de polymeéres non biodégradables sont aussi utilisés dans la
vectorisation des médicaments, comme 1’Eudragit® RS et RL. En effet, les NPs d’Eudragit®
sont étudiées pour vectoriser différents principe actifs comme : [32, 75-78]
- PADN en utilisant des nanoparticules polymériques méthacryliques (Eudragit® RS et
RL) préparées par deux méthodes : nanoprécipitation et double émulsion [32].
- L’héparine avec une formulation orale d’héparine de bas poids moléculaire (HBPM)
a base de nanoparticules d’Eudragit® RS et RL développées dans ’EA3452 [79, 80]
possédant une bonne biodisponibilité chez le lapin [78].
- diverses molécules (ibuproféne, mélatonine, indométhacine) avec des nanoparticules
d’Eudragit® RS. Cependant, dans la majorité des études, les NPs d’Eudragit® RS sont
préparées par la technique de double émulsion plutdt que par nanoprécipitation.
Les dendriméres et les nanogels font aussi partie de nanovecteurs polymériques. Les
dendrimeres, complexes (1 et 10 nm de diametre) " sophistiqués ", ont une structure ramifi¢e
et possedent un large éventail d'applications dans le domaine médical, surtout pour la
vectorisation de principes actifs (Figure 8) [81]. Leur synthése est délicate et leur structure
peut étre divisée en trois parties :
- La surface multivalente, avec différents sites réactifs.
- L’« enveloppe externe » qui se trouve juste sous la surface ayant un objectif bien défini
- Le noyau qui forme le cceur de la nanoparticule [82].
Les nanogels, sont des longues chaines polymériques solubles, branchées, hydrophiles (Figure
9). Leur grande surface spécifique permet un taux €levé d’encapsulation des principes actifs.
Les nanogels (ex. les theranostiques) ont été inclus récemment dans la longue liste de

nanovecteurs des médicaments. Les agents biologiques et les médicaments chargés dans les
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nanogels par un processus spontané, pouvant comprendre des interactions entre l'agent et la

matrice polymérique, formant des particules hydrophiles avec une bonne stabilité de

dispersion (Figure 9).
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Figure 8 : Différents mod¢les des dendrimeres (d’apres Boas et coll., 2004 [82]).

De gauche a droite et de haut en bas : micelles unimoléculaires ; dendrimére de polyéther d'aryle ;
polylysine ; dendrimére a base de glucides ; dendrimére a base de silicone
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Figure 9 : Notion de Nanogel.

Figure créé a la suite d'une idée d'Alexandre Kabanov, University of Nebraska Medical Center, Etats-
Unis [83]. D’apres [84].

Beaucoup de nouvelles applications de nanogels dans la vectorisation de médicaments ont été
proposées et évaluées expérimentalement au cours des derniéres années. La libération
contrélée d'un médicament dépend des propriétés du médicament et du design de nanogel.

- nanogels muco-adhésifs : composés de polymeéres muco-adhésifs (ex. 'acide méthacrylique
et 1'é¢thyléne glycol) peuvent étre utilisés comme des nouveaux types de transporteurs des
médicaments (ex. la bléomycine), en particulier ceux administrés per os.

- Nanogels contenant des métaux : ils ont été¢ récemment développé et testés dans une large
gamme d'applications thérapeutiques et diagnostiques (ex. les nanogels magnétiques et
photoactifs ainsi que les nanogels de quantum dots [85].

IL.S. Les polyméres pharmaceutiques

L’¢tude des polymeres a pris son essor dans les années 40. Un polymére est une
macromolécule formée de I’enchainement covalent d’un trés grand nombre d’unités de
répétition qui dérivent d’un ou de plusieurs monomeres (qui sont également appelés motifs) et
préparée a partir de monomere. Il existe deux types de polymeéres, les homopolymeres et les

copolymeres :
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- les homopolymeres sont des polymeéres qui ne possédent qu’une seule unité de base tel le

polyéthyléne.

- les copolyméres sont des polymeres composés de plusieurs sous-unités (ex.

copolyéthylénestyréne).

Les domaines d’utilisation des polymeéres sont trés diverses: ex. le secteur de I’emballage, le

batiment, les travaux publics, les transports ainsi que I’industrie pharmaceutique. De

nombreux excipients ont été utilisés pour contrdler la libération de principes actifs (insuline,

héparine, 1I'Amphotéricine B...) en fonction des conditions externes Les polymeres sont

¢galement utiles comme liants de granulation et comme filmogeénes pour améliorer 1'intégrité

des comprimés ainsi que pour masquer le golt des médicaments amers. Ils peuvent également

étre utilisés pour la microencapsulation des principes actifs. On distingue 4 applications a

I’enrobage en utilisant les polymeéres:

- Ajouter de la coloration ou un ardme pour faciliter I’observance d’un traitement et pour
masquer les caractéristiques intrinséques du principe actif.

- Protéger le noyau des agressions extérieures (ex. pH, activité enzymatique...)

- Protéger les noyaux hygroscopiques de I’humidité

- Moduler la libération du principe actif.

Des polymeres naturels comme la gélatine, I’amidon, les gommes arabiques et la cellulose, et

synthétiques comme les polyvinylpyrrolidone, polyoxyéthyléneglycols sont largement

employés dans les industries pharmaceutiques (Tableau 3) [86].
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Tableau 3 : Modes de préparation des différents complexes polymeéres/ principes actifs
(d'apres Couvreur et coll.[87], modifié par Fluckiger [86]).

Polymére Mode d’encapsulation Propriétés de la molécule
encapsulée

Hydrophile
Dénaturation par chauffage Hydrophilie
Albumine, gélatine et réticulation en émulsion
Hydrophile/Lipophile
Désolvatation et réticulation || Hydrophilie et affinité pour
, en milieu aqueux les protéines
Alginate, chitosan Réticulation en milieu Hydrophilie et affinité pour
aqueux les protéines
Dextrane Précipitation en milieu Hydrophilie et solubilité dans
organique les solvants polaires
Hydrophobe
| Poly(alkylcyanoacrylates) | Polymérisation interfaciale | | Hydrophilie |
| Polymérisation en émulsion || Hydrophobie
Emulsion/évaporation de Hydrophilie ou Hydrophobie
Polyptéres solvant
Nanoprécipitation Solubilité dans les solvants
polaires
Relargage (salting out) Solubilité dans les solvants
polaires

I1.5.1. Les polymeéres biodégradables

Les concepts de biodégradation et de biodégradabilité sont anciens et ont été appliqués
d’abord a divers produits chimiques en raison de leur impact sur 1’environnement [88]. La
biodégradation des polymeres utilisables en thérapeutique (Tableau 4 et Figure 10) peut avoir
lieu par des mécanismes chimique, physique et biologique, mais elle est le plus souvent
réalisée par une combinaison des trois. Trois mécanismes de dégradation des polymeres sont
décrits. Ils sont principalement fonction du type de solubilisation du polymére (Tableau 5).

Dans I’organisme, les polymeéres biodégradables (Figure 10) doivent étre «résorbables» puis
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¢liminés du corps par les différentes voies. Le terme de polymeres «biodégradables» est
utilisé pour ceux subissant seulement une perte de masse mais qui restent inéliminables par
I’organisme [86]. Cependant, un polymére peut étre (i) : non dégradé mais éliminable sous sa
forme premiere ; (ii) : dégradable partiellement et les résidus obtenus sont alors soit éliminés
soit persistants ; (iii) : dégradable complétement, il sera totalement éliminé. In vivo, la
biopersistance est mesurée par I’inverse de la clairance ou la demi-vie des NPs [un terme qui
se réfere au devenir des fibres d’amiante]. Plus elle est longue, plus le risque de réaction
adverse est important (inflammation chronique, fibrose ou dégénérescence des tissus,

cancer...).

Utilisations médicales Utilisations écologiques

PBS
PES

Cellulose o
oxydee .
PCA y Chitine (PHB)
PPZ PEC
POE PCL
PAA Amidon PEA
Hyaluronate
collagene Cellulose
Fibrine

Figure 10 : Les différents types de polymeéres biodégradables et leurs utilisations que recouvre
application écologique polymeres.

AAP: Poly-(anhydride d'acide; PBS: Poly (butyléne succinate); PCA: Poly (acyanoacrylate); PCL:
Poly (e-caprolactone); PDLLA: Poly (DLlactate), Poly (DL-acide lactate); PEA: poly (amide ester);
PEC: poly (ester de carbonate); PSE: Poly (succinate d'éthyléne); PGA: Poly (glycolate); PGALA : le
poly (acide glycolique acide lactique) ; PHA : Poly (hydroxyalcanoate); PHB: Poly (3-
hydroxybutyrate); PLLA: poly (L-lactate), le poly (acide L-lactate); POE: poly (orthoester). (D’aprés
Ikada et Tsuji [89])

35



Tableau 4 : Les polymeres biodégradables naturels ou synthétiques, les plus utilisés comme
« porteurs » de médicaments. (d'apres Gombotz et coll. [90] modifié par Fluckiger [86]).

Polyméres biodégradable utilisés dans la pharmacie galénique

Naturels

Albumine

Alginate

Dérivés de la cellulose
Chitosan

collagene

Fibrine

gélatine

Synthétiques

Acide hyaluronique
Poly (acrylates)
Poly (cyanoacrylates)

Polyesters:  Polylactate, Poly(lactate/glycolate), Poly(beta-hydroxybutyrate),
Polycaprolactone, poly(dioxanone)

Poly (éthyléneglycols)

Poly (hydroxypropylmethacrylamide)
Poly (oraganophosphazénes)

Poly (ortho-esters)

Alcool Polyvinylique et Polyvinylpyrrolidone

36



Tableau 5 : Les trois mécanismes principaux de dégradation des polymeéres [86]

Meécanismes de
dégradation

Les polyméres concernés

Informations
complémentaires

Type I : Solubilisation Tous les polymeres hydrophiles - Dégradation tres lente
el e dobea e réticulés comme par exemple la poly-N- - Libération de principes
intermoléculaires vinylpyrrolidone, le polyacrylamide, actifs peu solubles ou qui
l'alcool polyvinylique, la gélatine, le resteraient pié¢gés
collagene. physiquement dans les
mailles du réseau
polymérique

Aucune perte de masse
moléculaire du polymere
dans I’ionisation

Les polymeéres hydrophobes

Type 11 : Solubilisation
par hydrolyse, ionisation
(protonation) des
groupements latéraux

IR ST R0 Les polymeres avec des liaisons

par clivage des chaines instables tels les acides polylactiques,

e aiies s les copolymeres avec l'acide glycolique, N.R.
molécules le polycaprolactone, les polypeptides et

les poly(ortho-esters)

N.R. : non renseigné

I1.5.2. Poly- € -caprolactone
Le Poly- € -caprolactone (PCL) est un polyester aliphatique, de la famille des poly-a-hydroxy

acides de formule [86, 91] :

H-[O-CH,-CH,-CH,-CH,-CH,-CO],-OH

I1 est peu hydrophile semi-cristallin, relativement rigide et son point de fusion est de +63°C
[86]. Sa masse moléculaire ainsi que son degré de cristallinité détermine ses propriétés
physiques, thermiques et mécaniques (Figure 11). Le PCL est généralement soluble dans la
plupart des solvants organiques comme le chloroforme, le dichlorométhane, le tétrachlorure

de carbone, le benzéne, le toluene, le cyclohexane et le 2-nitropropane, légeérement soluble
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dans l'acétone, le 2-butanone, l'acétate d'éthyle, le diméthylformamide et I'acétonitrile ; mais

insoluble dans les alcools, 1'éther de pétrole et I'eau [86].

Poly- € -caprolactone
€ -caprolactone

Figure 11 : Réaction de polymérisation d’e —caprolactone en présence d’acide laurique. Cat :
catalyseur (modifiée d’aprés Blanco et coll.]29] )

Le PCL se dégrade lentement en quelques mois voire plusieurs années en fonction de sa
masse molaire ou de son degré de cristallinité. Au cours du processus de dégradation du PCL
les acides carboxyliques libérés ont une activité catalytique ; le PCL n’est pas dégradé dans
I’organisme mais il peut étre dégradé complétement par des micro-organismes.

L’étude de la bio-absorption du PCL a montré une présence intracellulaire au site
d’implantation sous-cutanée, de particules de polymere démontrant le réle de la phagocytose
par les macrophages dans la phase finale de dégradation de ce polymeére [93]. Ce polymere est
completement dégradé chez le rat en 60 jours [94].

En raison de sa lente dégradation, le PCL est largement utilisé dans la vectorisation des
principes actifs a long terme. Cela a conduit a ’utiliser dans la préparation de formulations de
microspheres, nanospheres et d’implants. Différentes catégories de médicaments ont été
encapsulées dans les formulations de PCL aux fins de vectorisation ainsi que de libérations
prolongées et controlées de molécules comme les antihypertenseurs, le taxol, la gentamicine,
le kétoprofene, la colchicine, la chlorpromazine, la cyclosporine, le cisplatine, I'indométacine,

la nitrofurantoine, I'insuline et I'héparine [93].
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I1.5.3. Les dérivés poly(méth)acryliques (les Eudragit®)

Les dérivés poly(méth)acrylates utilisés en pharmacie sont plus connus sous leur
dénomination commerciale d’Eudragit®. Les Eudragit® appartiennent a la famille des
polyméres acryliques tout comme le Plexiglas® ou les Carbopol® [86]. Les Eudragit sont
principalement utilisés pour l'enrobage des formes pharmaceutiques classiques comme les
comprimés. Les premiers copolymeéres d’acide méthacrylique étudiés étaient gastro-résistants
(solubilité intestinale pH-dépendante afin de protéger la muqueuse gastrique). Par la suite, la
gamme de produits a ¢été élargie en introduisant sur le marché des dérivés
poly(aminoalkyl)méthacrylate pour la libération prolongée [95]. Il existe deux grandes
catégories d’Eudragit® (Tableau 6), (i) : les poly(méth)acrylates solubles dans les fluides
digestifs, a savoir les polyméres d’Eudragit® L, S, FS et E avec des groupements acides ou
alcalins qui permettent une libération pH-dépendante du principe actif et dont les applications
vont du simple masquage de golt a la résistance gastrique et a la libération controlée de
médicaments dans l'intestin (Enovik®™).; (ii): les poly(méth)-acrylates insolubles comme
I’Eudragit® RL, RS NE et NM, ce dernier, avec ses groupes neutres permet une libération
contrdlée du principe actif indépendamment du pH (Figure 12).

Les Eudragit® RS et RL sont des copolyméres d'éthyle d'acrylate et de méthyle de
méthacrylate, avec une faible teneur en acide d’ester méthacrylique, et possédant des groupes
ammonium quaternaire (Figure 12 et 13). La différence entre ces deux formulations est la
proportion des différents composés (Tableau 6). Les Eudragit” NE et NM sont des dispersions
aqueuses d’un copolymere neutre composé d’éthyle d’acrylate et de méthyle de méthacrylate

(Figure 13).
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Methacrylic copolymers
Functional group: carboxylic acid
R = COOH (anionic) Aminoalkyl
methacrylate copolymers
EUDRAGIT®L100/5100/L100-55(powders) ~___ — —_ Eunctional group: dimethyl aminoethyl
T T~ R=COOCH, CH, N(CH,), (cationic)

-

EUDRAGIT®L30D-55/FS30D
(aqueous dispersion 30%) EUDRAGIT® E 100 (granules)
EUDRAGIT*L12,5 /S12S = EUDRAGIT® £ 12,5 (organic solution 12.5%)
(organic solution 12.5%)
pA—— EUDRAGIT® £ PO (powder)
/ enkerosoluble
'/ /,' eneromsisent '\
! "' l‘ ‘l \
/| CHH)  cH, I\
| ]
\ f 9 --C -CH,-C- P
"\‘ | | I /
| COO-Alkyl R /
|
|‘»\ Ammonioalkyl
Methacrylate copolymers methacrylate copolymers
Functional group: neutral esters Functional group: trime i
R = COOCH, or COOC H, (neutral) R=COOCH CHNY(CH ) CH(
EUDRAGIT*RL 100 (granules)
EUDRAGIT®NE30D/40D/NMISOBE. ' gpRaciT= RLPO/ RS PO (powdens)
(aqueous dispersion 30% [ ] '
40% polymer content) EUDRAGT® RL 3OAD/ RS30D
E (aqueous dispersion 30%)
R EUDRAGIT*RL12,5/RS12S
_— " - : (organic solution 12.5%)
pH-independent Insoluble, permeable or dispersible ;
pH-independent

Figure 12 : Les différents types de polyméres d’Eudragit” (d’aprés Evonik)

Tableau 6 : Caractéristiques physicochimiques de polyméres d’Eudragit® RS et RL [86]

Propriétés Origine de propriétés

iR g i a s Squelette de base formé d'atomes de carbone

chimique Branchements estérifiés

2. Rigidité Les unités méthacryliques

Les unités acryliques
La nature hydrophile des groupements ammonium quaternaires

3. Souplesse flexibilité

4. Perméabilité
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En raison d'une proportion plus élevée de groupements ammonium, les Eudragit® de type A
ou RL sont plus perméables aux petites molécules de médicaments que ceux de type B ou RS
(Tableau 7). Puisqu’ils ne sont ni absorbés ni métabolisés dans 1’organisme mais éliminés
sans biotransformation, ils ne sont pas considérés comme des polyméres biodégradables [86,

96].

C =0 C=—0

O—R/R2 O—RR,

Figure 13 : Structure chimique générale des dérivés acryliques (Eudragit”)[86].

Les polymeéres sont obtenus a partir de monomeres de type :
- Eudragit® NE et NM : R, = -CHj; et R, = -C,Hs.
- Eudragit® RS et RL : R, =-H, -CH; et R, =-CH,-CH,-N+-(CHj3); Cl-
- Eudragit® L, Set FS : R, = -C,Hs et R, = -H
- Eudragit® E : R, = -CH;, C4Ho R, = -CH,-CH,-N(CHj3),

Tableau 7 : Composition chimique des Eudragit® RL et RS [86].

Eudragit® Type A/B/C’ Masse moléculaire
RL I 1/2/70.2 150000
RS II 1/2/0.1 150000

" Proportion de (A) éthylacrylate, (B) méthylméthacrylate et (C) triméthylammonio-éthyl-
méthacrylate.
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Plusieurs facteurs comme le pH, la température et la masse moléculaire influent sur la
dégradation des polymeéres in vitro et in vivo, donc, modulent la libération des agents
thérapeutiques incorporés [86], mais modifient aussi sur leur toxicité.

Les deux polyméres, PCL et Eudragit®, sont acceptés par les autorités de santé dans les
principaux pays en Europe, au Japon et aux USA comme des polyméres pharmaceutiques
[79].

I1.6. Toxicité des nanovecteurs polymériques

En septembre 2011, les mots clés de «polymeric nanoparticles, drug delivery», ont fourni
5540 entrées sur « Pubmed »; et seulement 707 en rajoutant « foxicity». Ceci permet de penser
que les impacts environnementaux ou sur la santé¢ des NPS sont peu abordés. Les travaux se
limitent le plus souvent a une étude de viabilité cellulaire in vitro avec un test simple, le plus
souvent le test de MTT, alors que I’utilisation de deux tests différents est recommandée [28].
Les données disponibles dans le domaine de la vectorisation de médicaments sont résumées
dans le Tableau 8.

Les études in vitro utilisent des cellules en lignées continues le plus souvent résistantes aux
toxiques et s’intéressent surtout a la diminution de toxicités des molécules anticancéreuses du
fait de leur encapsulation sans s’intéresser a la toxicité intrinseque des NPs. En effet, celle-ci,
st elle existe, est beaucoup plus faible que celle des molécules étudiées. Mais les NPs vierges
sont parfois plus toxiques que celles chargées avec le principe actif [28]. De plus, la possible
toxicité, du fait d’une utilisation a long terme a des faibles doses, n’est que trés rarement prise
en compte. [97]. De méme, la toxicité des NPs est rarement étudiée au niveau intracellulaire
et moléculaire : cible intracellulaire, altération des métabolismes cellulaires, en particulier des

voies de signalisation...
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Tableau 8 : Données expérimentales, in vivo et in vitro, concernant la toxicité des nanoparticules polymériques.

Caractéristiques Principe actif Modzéle cellulaires & Toxicité (test utilisé) Références
NPs polymérique (taille, charge, encapsulé dose des NPs Observations
préparation)
In vitro
1. Micelles de chitosan 100-200 nm ADN plasmidique =~ SKOV3, A549 Peu toxique (MTT) par [98]
-20a-10 mV. 200 — 1200 pg/mL/ 24h comparaison avec la
1-ethyl-3-(3- Lipofectamine (TM) 2000
dimethylaminopropyl)
carbodiimide-
coupling
2. Poly (2- 28 — 648 nm Oligomere Hela Cytotoxicité (Cell Titer Glo®) [99]
diméthylaminoéthyl acrylate) d’ADN 10, 100, and 200 pg/mL fonction de la composition et de
contact 30 min et 4h la masse moléculaire du polymeére
3. Chitosan-g-poly (N- 220 nm Curcumine L929, MCF7, PC3, KB - Effets Cytoxiques (MTT, [100, 101]
vinylcaprolactame) simple ionic cross- 0.1 — 1 mg/mL/ 24h apoptose par cytométrie en flux,
linking hémolyse).
4. PLGA 174 nm Itraconazole 6.25 ug/mL/ 24h faible cytotoxicité (MTT) par [102]
comparaison a I’Itraconazole seul
5. Chitosan 50-100 nm Epidermal et 3T3,J774, A-1 Absence de cytoxicité (MTT) [103]

Fibroblastes
growth factor

2—-6mg/mL/1-8]j
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Caractéristiques Principe actif Modzéle cellulaires & Toxicité (test utilisé) Références
NPs polymérique (taille, charge, encapsulé dose des NPs Observations
préparation)
6. PLGA 390 - 640 nm Vert indocyanine Co-cultures (cellules de Aucun effet cytotoxique (test au [104]
carcinome hépatocellulaire BrdU, LDH)
humain et les cellules de
rein de singe) WST-1
7. Chitosan 75 - 637 nm, Lomustine L132 Inhibition de la croissance [105]
37.2-53.8 mV. 20 - 100 mg/mL/ 12 -48h (MTT) par comparaison avec le
gélification ionique/ lomustine non encapsulée
homogénéisation.
8. Chitosan modifié par le - Avec ADN : ADN plasmidique  A549 Absence de cytotoxicité (MTS) [106]
poly(DL-lactate/glycolate) 204 — 475 nm, 1 pg d’ADN/ 200 pL/ 4 -24
+3.2a+42 mV; h
- Sans ADN:
286 — 354 nm,
28 a+t4mV
- Emulsion - diffusion
9. Poly lactate/PEG 205 nm N.R. HepG2, A549 et B16 HL- Faible cytotoxicité uniquement [107]
-24.17 mV 7702. sur cellules HL-7702 (MTT,
Volatilisation apoptose par AnnexinV-FITC
10. Micelles de Tween 80- 22 - 84 nm, Docetaxel® HepG2, A549 et Bl16. Cytotoxicité pour HepG2 (MTT) [108]
free Pluronic P123 (P123) -12,45 mV

- 'hydratation a film f

0.01-20 uM/ 96 h
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Caractéristiques Principe actif Modzéle cellulaires & Toxicité (test utilisé) Références
NPs polymérique (taille, charge, encapsulé dose des NPs Observations
préparation)
11. Copolymeéres de N- 58 nm, S-fluorouracile- - Mia-Paca 3, - Cytotoxicité dose-dépendante [109]
isopropyl et vinylpyrrolidone | -15mV hexyl-carbamoyle (MTT)
12. Dendrimeéres de N.R. - Globules rouges humains Faible hémolyse, charge et dose- [110, 111]
polypropyléne imine dépendantes.
13. Chitosan PEGylé 100 - 150 nm siRNA - cellules de neuroblastome ~ Absence de cytotoxicité (MTS) [112]
gélification ionique murin (Neuro2a)
14. copolymere tribloc ABA 40 nm - Fibroblastes, kératinocytes ~ Absence de cytotoxicité (MTS). [113]
(PEGS5K-b-oligo
(désaminotyrosyl-tyrosine
subérate ester octyle)-b-
PEGSK)
15. Chitosan 18 nm, 7,5 mV - - Cellules hépatiques - Altération de la membrane [114]
humaines (BHAL) cellulaire, nécrose
Doses : 0.001 — 1 % (W/V) (microscopique confocale)
a4 et 24h. - Augmentation dose-dépendante
de ’activité de CYP3A4.
16. Dendrimeres de N.R. Anticorps-anti Jurkat Apoptose par cytométrie en flux [115]
polyamidoamine CD14 (60bca) et HL-60. & microscopie confocale
anti- antigene 5—-35nM/ 20— 60 min.
membranaire
spécifique de la
prostate (J591)
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Caractéristiques Principe actif Modzéle cellulaires & Toxicité (test utilisé) Références
NPs polymérique (taille, charge, encapsulé dose des NPs Observations
préparation)
17. Dendriméres N.R. KB, Rat2, COS-1, NIH 3T3. - formation de trous dans la [116-119]
polycationiques polymérique ADN plasmidique 1 —1000 pg/mL /4 et5 h. membrane ; augmentation de la
de poly-L-lysine, perméabilité (Microscopie a force
polyéthylénimine et atomique, microscopie confocale
dié¢thylaminoéthyl-dextrane a balayage, FACS, LDH,
enzymes cytosoliques
18. Dendrimeéres de - Cationiques -V79 Cytotoxicité (MTT) [120, 121]
polyamidoamine - Sphériques 0.2-20uM/ 120 h
In vivo
1. PCL / bromure de 300 nm Meloxicam Rats Absence d’ulcération par rapport  [122]
didodécyldiméthylammonium au Meloxicam non encapsulé.
2. Chitosan , Poly (méthyl N.R. Glipizide - Rats. - Absence d’altération des [123]
méthacrylate) et éthyl -1:2a1:5/30; parameétres hématologiques et
Cellulose biochimiques et d’hémolyse
3. Poly(methyl)methacrylate) | 108 nm, Repaglinide - Rats Albinos Absence de toxicité (parametres [124]
sphériques - Doses : 1 -5 mg/kg biochimiques, histopathologique,
- évaporation absence de mortalité
4. Polylactate/ PEG - 100 nm, -20 mV agglutinine de - Rats Sprague-Dawley Légere toxicité cérébrale (Dosage  [125]
Emulsion/évaporation  germe de blé - Administration intranasale  des neurotransmetteurs d’amino

(WGA)

20 pL pendant 7 jour (d’une
suspension de 25 mg/ml
dans PBS)

acide , LDH, GSH, acétylcholine,
TNF-a et IL-8, activité
acétylcholinestérase
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Caractéristiques Principe actif Modéele cellulaires & Toxicité (test utilisé) Références
NPs polymérique (taille, charge, encapsulé dose des NPs Observations

préparation)
5. Copolymere tribloc ABA 40 nm - Diclofenac - Peau de cadavre humain - changements morphologiques [126]
(PEG5K-b-oligo Sodique - Peau de porc dans la couche cornée (MEB).

(désaminotyrosyl-tyrosine
subérate ester octyle)-b-
PEGS5K)

Doses : 0.1 — 20 mg/mL/24h

- Augmentation de la
perméabilité cutanée

N.R. : non renseigné. PCL : Polycaprolactone. PLGA : co-poly(lactate- acide glycolate). PEG : polyéthyléne glycol
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I1.6.1. La toxicité des vecteurs nanométrique de I’Eudragit® et de PCL

L’Eudragit® et PCL sont de bons candidats & une utilisation comme vecteurs de médicaments
anticancéreux comme le cisplatine [127], la doxorubicine [128] et la curcumine [129].
L’Eudragit® pourrait étre un bon vecteur d’acides nucléiques du fait de la nature
polycationiques de ces derniers [32]. D’autres molécules comme, la cyclosporine [75],
I’indométhacine [76], la mélatonine [77], I’héparine de bas poids moléculaire (HBPM) et la
diclofenac sodique [130] peuvent également étre encapsulées dans des NPs d’Eudragit”.
Cependant, les études de toxicité de ces nanovecteurs sont rares et souvent limitées a la
viabilit¢ cellulaire (MTT) et menées sur des modéles de cellules cancéreuses souvent
résistantes aux toxiques comme la lignée Caco2 [131]. En général les études portent sur la
comparaison des toxicités du principe actif seul ou encapsulé dans le nanovecteur. Mais la
toxicité de NPs vides est rarement étudiée sachant que dans certains cas, les NPs vierges sont
plus toxiques que celles chargées avec le principe actif [28].

En septembre 2011, les mots clés «poly-caprolactone, toxicity, nanoparticles» n’ont fourni
que 20 entrées dans Pubmed, et 10 avec «Eudragit™, toxicity, nanoparticles». Les données
obtenues sur la toxicité des NPs de PCL et Eudragit® sont contradictoires du fait d’une

absence de méthodologie standard aussi bien in vitro qu’in vivo (Tableau 9)
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Tableau 9 : Toxicité des NPs de PCL et Eudragit

Caractéristiques Principe actif Modele utilisé et le test de toxicité | Observations Références
NPs polymérique (taille, charge, encapsulé
préparation)
In vivo
1. PCL 99 nm de diametre Etoposide - souris et lapins, administration IV Diminution de la toxicité [132]
(polycaprolactone) - Scintigraphie
-Adet24h
2. PLGA et PCL - 120 2290 nm Acide ellagique | - Rats Prévention de la [133]
- Emulsion-diffusion- - Biochimie et histopathologie rénale | néphrotoxicité de la
évaporation - 50 mg/kg j tous les 3 j pendant 30 j | cyclosporine A
3. core-corona : 95—-115nm Doxorubicine - souris, administration IV Absence d’hémolyse [128]
copolymeére d’acide - ¢évaluation de I’action hémolytique.
hyaluronique (HA) —
polyéthyléne glycol
(PEG)- PCL)
4. Eudragit® RS100, ~100 — 200 nm Collyres - lapin (ceil) : test de Draie modifié. Absence d’irritation de la | [134]
RS, et RL100, RL - 50 uL toutes les 30 min, 6 h. cornée, de l'iris et de la
conjonctive apres 24 h
5. Eudragit® EPO - 100 nm de diametre Meloxicam - Administration orale (dose : N.R.) | Diminution du nombre [135]
- Nanoprécipitation d’ulcéres
6.Eudragit® RS100, - 100 nm, +40 a4 +60 mV. | Flurbiproféne - lapin (ceil) Absence de toxicité [75]
RS100R et RL100R - Quasi-émulsion solvant | (Ibuproféne) -Doses : S0 uL/ceil/3 a5
diffusion
2. PCL magnétiques - 164 nm Gemcitabine - cellules cancéreuses de HPAC - Cytotoxicité modérée [136]
contiennent Fe;Oq4 — Emulsion-diffusion
3. Di-block - ~200 nm, Paclitaxel - HepG2 - Augmentation de [137]
copolymere de -0.62a-3.8mV. -0.01 — 10 mg/mL / 12h a 3; I’activité anticancéreuse et
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Caractéristiques Principe actif Modzéle utilisé et le test de toxicité | Observations Références
NPs polymérique (taille, charge, encapsulé
préparation)
MePEG-PCL et tri- - Nanoprécipitation de la cytotoxicité (MTT)
block copolymére de | - NPs sphériques
PCL-PEG-PCL
4. PCL avec N.R. - - ostéoblastes humains (SaO0S2) - Absence de cytotoxicité | [138]
hydroxyapatite (HA) - fibroblastes de souris (L929)
- 12% (w/v) de suspension, 24 h.
5.PCL - 176 nm Digitoxine - les cellules glomérulaires -Absence de cytotoxité [139]
- Nanoprécipitation (DGT) mésangiales de rat.
- Bleu trypan et la diminution du
lactate déshydrogénase
6. Hydroxypropyl-B- | - 100 a 600 nm Diclofenac - les cellules muqueuses de porc - Absence de cytotoxicité | [140]
cyclodextrin et/ou - émulsion —€évaporation - Caco 2 (MTT)
d’Eudragit® L100
7. PLGA/ Eudragit® | - 1484219 nm, 19 - 25 Cyclosporine A | - L.929 - absence de cytotoxicité [141]
RL mV (CsA) -0.5-250 pg/mL /24 a 48h (MTT) des NPs chargées
- émulsion - évaporation ou non (0,5 mg/mL).
et lyophilisation.
8. Eudragit ©S100 -97 nm Curcumine - HT-29 - Absence de cytotoxicité | [129, 142]
- Emulsion-évaporation (MTT) etde
génotoxicité.(Comet test)
9. Eudragit® L100/55 | - 220 nm - Lysozyme - HL3T1, HeLa et MDDC Absence de cytotoxicité [143]
- Emulsion- - Trypsine) - souris (administration intra - (MTT)
polymérisation - antigeéne (VIH- | nasale). Pas de toxicité chez
1 Tat) - doses : 10 — 500 ug/mL/ 1 a 96h. I’animal.

HA : hyaluronique. PCL : Polycaprolactone. PEG : polyethyleneglycol. mPEG :

M¢éthoxy polyéthyléne glycol
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Les nanotechnologies déja présentes dans le domaine biomédical devraient connaitre dans les
prochaines années de spectaculaires développements telles la nanovectorisation de
médicaments ou 1’imagerie. Cependant, la toxicité de ces nanoparticules (nanotoxicité) est
peu étudiée et souffre d’un manque de standardisation. Les caractéristiques physicochimiques
des NPs utilisées sont souvent ignorées et leur internalisation n’est pas prise en compte. Aussi
la « nanotoxicologie » doit établir de nouveaux modeles d’étude tels que :

1. Mise en place d’une méthodologie standard pour évaluer la cytotoxicité des

nanoparticules sur des cellules.

2. Définition de modéles cellulaires, en nombre limité, en fonction des études

menées afin de pouvoir établir des comparaisons entre les résultats.

3. Détermination de biomarqueurs qui permettent de rendre compte de I’effet

toxique des NPs sur les cellules ou chez I’animal (expression de genes, effet

cytopathogene...).



OBJECTIFS DU TRAVAIL

Etant donné les données limitées disponibles sur la toxicit¢ des nanoparticuules et le

mécanisme de cette toxicité nous nous sommes fixés les objectifs suivant pour ce travail :

Evaluer la toxicité de NPs polymériques (ERS et PCL) utilisées dans notre laboratoire
pour le transport de principes actifs en utilisant comme modéle une lignée
monocytaire de rat (NR8383).

Déterminer la cible intracellulaire des NPs utilisées et le mécanisme de la cytotoxicité
grace a la microscopie électronique, a ’analyse de ’expression de geénes par des

micropuces a ADN et a la RT-PCR.
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ETUDES EXPERIMENTALES ET PUBLICATIONS

1. Article I : Cytotoxicity assessment of heparin nanoparticles in NR8383 macrophages

Notre travail avait pour but d’évaluer la toxicité de nanovecteurs polymériques. Pour ce faire
nous avons compar¢ la cytotoxicité des différents types de nanoparticules chargées ou non
avec de I’héparine de bas poids moléculaire (HBPM). Ces NPs ont été obtenues par deux
méthodes d'encapsulation, la nanoprécipitation (NP) et la double émulsion (DE), et
synthétisées a partir d’ERS et de PCL. La cytotoxicité et l'apoptose induites par les
nanoparticules ont été étudiées en utilisant les macrophages alvéolaires de rat NR8383. Nos
résultats montrent que la méthode de préparation des NPs affecte leurs caractéristiques en
particulier le taux d’encapsulation du principe actif et la toxicité. Lorsque la viabilité
cellulaire était mesurée par 1’exclusion au bleu Trypan, le diamétre des particules était un bon
indicateur de cytotoxicité du fait d’une corrélation inverse entre le diametre des particules et
leur toxicité. D'autre part, les données de MTT montrent que la cytotoxicité de particules est
fonction de leur potentiel z€ta puisque les NPs positivement chargées sont plus toxiques que
celles négativement chargées ou neutres. Les nanoparticules préparées par DE ont une toxicité
moindre que celles préparées par nanoprécipitation. Nous avons conclu que 1'évaluation de la
cytotoxicité des nanoparticules doit étre effectuée en utilisant au moins deux tests de
cytotoxicité. Ces résultats ont été publiés dans International Journal of Pharmaceutics

(Impact Factor: 3,607, en Aotit 2010).
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The bioavailability of low molecular weight heparin (LMWH) has been increased by encapsulation in
nanoparticles. As a complement to these results, the cytotoxicity and apoptosis induced by LMWH
nanoparticles prepared by two methods [nanoprecipitation (NP) and double emulsion (DE)] using
Eudragit® RS (RS) and poly-g-caprolactone (PCL) have been analysed. Particle sizes varied from 54 to
400 nm with zeta potential values between —65 and +63 mV. Our results showed that the method of
nanoparticle preparation affects their properties, especially in terms of drug incorporation and cell toler-
ance. Cell viability ranged from 6% to 100% depending on the preparation method and physicochemical
properties of the particles and the type of toxicity assay. Particle diameter and zeta potential seemed to
be the most valuable cytotoxicity markers when cell viability was measured by Trypan blue exclusion and
MTT respectively. Nanoparticles prepared by DE were better tolerated than those of NP. LMWH encap-
sulation into the cationic nanoparticles reduces remarkably their toxicity. Apoptosis evaluation showed
activated caspases in exposed cells. However, no nuclear fragmentation was detected in NR8383 cells
whatever the tested nanoparticles. DE nanoparticles of RS and PCL can be proposed as a good LMWH

Keywords:
Nanoparticles
Nanoprecipitation
Double emulsion
Cytotoxicity
Macrophages
Apoptosis

delivery system due to their low toxicity (ICso ~2.33 and 0.96 mg/mL, respectively).

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Nanotechnology has a large number of potential applications
in many different areas and as a result concern about the safety
of nanomaterials has become a major concern. Novel engineered
nanomaterials have unique physicochemical properties including
small size, shape, high surface area, surface activity and chemi-
cal composition. Therefore, these nanomaterials might exhibit new
toxic effects and thereby may represent a considerable health haz-
ard (Kabanov, 2006). Therefore, the risk/benefit ratio for the use
of nanoparticles needs to be evaluated for any technological or

Abbreviations:  Aspec., specific surface area; DDS, drug delivery system;
DE, double emulsion; DMSO, dimethyl sulfoxide; DQ12, quartz microparticles;
FITC, fluorescein isothiocyanate; FMK, fluoro methyl ketone; ICsy, half-maximal
inhibitory concentration; LMWH, low molecular weight heparin; MTT, 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; NP, nanoprecipitation;
PCL, poly-e-caprolactone; PI, polydispersity index; PLGA, poly(lactic-co-glycolic
acid); PVA, polyvinyl alcohol; QESD, quasi-emulsion solvent diffusion; RS, Eudragit®
RS; UFH, unfractionated heparin; VAD, valine-alanine-aspartate; + and —, nanopar-
ticle with and without LMWH respectively.
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medical development (Donaldson et al., 2004; Medina et al., 2007).
Although numerous in vitro “nanotoxicology” studies have already
been published, most of the experiments carried out so far, have not
used particles that have been very well characterized for their com-
position and physicochemical properties (Kroll et al., 2009). This
characterization is necessary because nanoparticles might inter-
act differently with assay components, especially culture medium
proteins, or interfere with detection systems resulting in unreliable
data (Lison et al., 2008; Schulze et al., 2008).

Nanosystems with different compositions and biological prop-
erties have been extensively investigated for drug and gene delivery
applications (Brannon-Peppas and Blanchette, 2004; Yokoyama,
2005; Pison et al., 2006; Schatzlein, 2006). Nanoparticles used
as drug delivery vehicles are generally <500 nm in diameter and
consist of different biodegradable or non-biodegradable materials
such as natural or synthetic polymers, lipids or metals (Suri et al.,
2007; Kroll et al., 2009). There are many publications describing the
advantages of drug delivery systems (DDS) nanoparticles (Ferrari,
2005; Couvreur and Vauthier, 2006; Mohanraj and Chen, 2006;
Zhangetal.,2008), but data on their toxicity are scarce. The majority
of studies have focused on cytotoxicity of nanoparticles present in
the environment rather than nanoparticles designed for drug deliv-
ery. Additionally, most of in vitro and in vivo studies investigated the
toxicity of whole nanosized DDS but scarcely the nanoparticle itself.
Beside their size, the toxicity of these DDS can be different accord-
ing to their source: material-biological-metal based or polymeric,
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their preparation methods and their degradation products or biop-
ersistence (Committee on Toxicity of Chemicals in Food Consumer
Products and the Environment, 2006).

Poly-&-caprolactone (PCL) and Eudragit® RS (RS) are widely
used for manufacturing medical device and dosage forms, respec-
tively. Indeed, PCL, a biocompatible and biodegradable polyester,
is used for resorbable sutures whereas RS is often used for tablet
coating: consequently, both are accepted by health authorities in
major countries (Europe, Japan, USA) (Hoffart et al., 2006). Actually,
RS was widely used because of its well-established mucoadhe-
sive characteristics. This polycation is insoluble at physiological
pH but swells in water (Pignatello et al., 2002). Moreover, this
non-biodegradable positively charged polymer has been used for
developing nanoparticles for the ophthalmic and oral administra-
tion of ibuprofen (Pignatello et al., 2002) and cyclosporins (Ubrich
et al., 2005), as well as nano- and micro-fibers used as scaffolds in
tissue engineering (Vaquettea et al., 2008). Few in vitro studies are
dedicated to the toxicity of oral nanoparticulate DDS based on RS
or PCL. Furthermore, the majority of these studies have been used
only one assay (often MTT) to evaluate the toxicity of nanosized
DDS. Although many studies have evaluated the nanosized-DDS
toxicity depending on cell type, preparation methods, nanoparticle
concentration and experimental conditions, they are estimated as
limited data (Pignatello et al., 2002; Gargouri et al., 2009; Lopedota
et al., 2009).

The injection of low molecular weight heparin (LMWH) does
not necessarily require patient hospitalization, and for this rea-
son it is now replacing unfractionated heparin (UFH) in many
countries, thereby decreasing the cost in health care (Hull et al.,
1998; Hoffart et al., 2006). However, both UFH and LMWH are still
administered by injection only. So, it would be an important break-
through in the care of such patients to be able to administer LMWH
orally. In early eighties, Maincent et al. (1984, 1986) demonstrated
that orally nanosized DDS were an improvement in bioavailabil-
ity of drugs previously administered by parenteral route. Recently,
an oral LMWH formulation based on nanoparticles formed from
mixtures of PCL and RS has been developed. Although good oral
bioavailability has already been demonstrated with these LMWH
nanoparticles namely 20-40% of administered dose in rabbits (Jiao
et al.,, 2002), pre-clinical and clinical studies will be necessary
before they can be considered for pharmaceutical use. The effects
of LMWH nanoparticles made of RS on human epithelial cell line
have been investigated by Lamprecht et al. (2006) and found to
have low toxicity. Thus, our work aim is to assess the toxic effects
of these nanoparticles using another related cell model namely the
macrophages. Actually, the largest database of the nanoparticles
toxicity is provided by inhalation studies; then numerous in vitro
assays are performed using macrophage cell lines (Nguea et al.,
2008). Through their capacity to cross different biological barri-
ers and their phagocytic activity, macrophages play a crucial role
in determining the biopersistence of foreign particles and initiating
inflammatory of non-specific or specificimmune responses. Used in
a convenient assay, macrophages allow to qualifying and compar-
ing the cytotoxicity profiles of a range of nanoparticles according
to size, surface activity, dissolution rate. Thus, macrophages can
be considered as a valuable cell model to evaluate nanoparticle
toxicity (Oberdorster et al., 2005b; AFSSAPS, 2009; Lanone et al.,
20009).

The goal of this study was to evaluate and compare the
cytotoxicity of a set of nanosized DDS obtained with two
different LMWH encapsulation methods using well known phar-
maceutical polymers. The cytotoxicity was explored through
assessment of cell growth and apoptosis markers in a rat alveolar
macrophage cell line NR8383 regarding to the physicochemi-
cal characteristics, composition and preparation method of the
nanoparticles.

2. Materials and methods
2.1. Materials

LMWH, i.e., bemiparin (mean MW =3600 Da [91449-79-5]) was
generously provided by Rovi (Madrid, Spain). Two polymers were
used to prepare nanoparticles: Eudragit® RS PO (MW = 150,000 Da
[33434-1]), an acrylic polycationic copolymer of acrylic and
methacrylic acid esters with a proportion of quaternary ammo-
nium groups (0.5-0.8%), was a gift of Evonik polymers (Darmstadt,
Germany). Poly(-e-caprolactone) (PCL) (MW =42,000 Da [24980-
41-4]) was purchased from Sigma (I'lsle d’Abeau Chesnes,
France). Pluronic F 68 [11104-97-5] and poly(vinyl alcohol) (99%
hydrolyzed, [9002-89-5]) (PVA) were used as surfactants, and
obtained from Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France).
Quartz, type DQ12 microparticles (87% a-quartz + 13% amorphous,
2.99 wm) were provided by the Institute of Toxicology and Experi-
mental Medicine (Hanover, Germany).

For the culture of NR8383 cell line and cytotoxicity assay: Dul-
becco’s modified Eagle’s medium (DMEM) was purchased from
GIBCO (Invitrogen, Cergy Pontoise, France), foetal calf serum
was furnished by Eurobio (Eurobio, Les Ullis, France). Penicillin
[113-98-4], streptomycin [128-46-1], amphotericin B [1397-
89-3], L-glutamine [78354-52-6], 3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) [57360-69-7] and para-
formaldehyde [30525-89-4] were purchased from Sigma-Aldrich
(Saint Quentin Fallavier, France). Hoechst dye 33258 and
CaspACE™ FITC-VAD-FMK (Fluorescein Iso-Thio Cyanate conju-
gate of the caspase inhibitor: Valine-Alanine-Aspartate Fluoro
Methyl Ketone) were obtained from Promega (Promega, France).

2.2. Preparation of nanoparticles

2.2.1. Nanoparticles by nanoprecipitation method (NP)

Eudragit® RS (RS) and polycaprolactone (PCL) nanoparticles
were prepared by the nanoprecipitation method as already
described (Fessi and Puisieux, 1989; Bodmeier et al., 1991b). Briefly,
300mg of polymer was dissolved in 15mL of acetone (organic
phase). In the case of LMWH-loaded particles, 1mL of an aque-
ous LMWH solution (5000 [U) was added to the organic phase. The
organic solution was poured in the body of a syringe, and flowed
slowly, under stirring, in 40 mL of a Pluronic® F68 (0.5%, w/v) aque-
ous phase. The solvent was removed by rotary evaporation under
vacuum at 40°C (Heidolph, Schwabach, Germany) until 5mL of
nanoparticles suspension were obtained. RS or PCL nanoparticles
prepared according to this method with and without LMWH (+
and —) were named NP/RS— and NP/RS+ or NP/PCL— and NP/PCL+,
respectively.

2.2.2. Nanoparticles by double emulsion (DE)

Nanoparticles were prepared by using the double emul-
sion/solvent evaporation technique (w/o/w) (Bodmeier et al.,
1991a,b). Briefly, 125mg of PCL or RS was dissolved in 5mL of
the organic solution (ethylacetate or methylene chloride). Either
water (1mL) or an aqueous solution of LMWH (1 mL, 5000IU)
was emulsified into this organic phase by sonication (80 W for
30s) using an ultrasonic homogenizer (Vibracell 75022, Bioblock,
Ilikirch, France) for the preparation of empty or LMWH-loaded
nanoparticles, respectively. This primary w/o emulsion was then
dispersed by sonication (80 W for 1 min) into 40 mL of an aque-
ous solution of PVA (0.1%, w/v), thus producing a secondary w/o/w
emulsion. The resulting nanoparticles were obtained by the evap-
oration of the organic phase down to 5 mL RS or PCL nanoparticles
prepared by this technique with and without LMWH (+ and —) were
named DE/RS— and DE/RS+ or DE/PCL- and DE/PCL+, respectively.
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2.3. Colloidal stability study

The stability of nanoparticles was determined by monitoring the
changes in size, polydispersity and zeta potential as a function of
storage time at 4°C. To check the colloidal stability, nanoparticle
suspensions were also diluted and investigated in the biological
media used in the study namely DMEM and in double distilled
water. All measurements were performed in triplicate.

2.3.1. Particle size measurement

Particle sizes were investigated by photon correlation spec-
troscopy (PCS) using a Zetasizer™ (Malvern Instruments, UK). Each
sample was diluted with double distilled water until the appro-
priate concentration of particles to avoid multiscattering events
was achieved. The concentration and dilution were kept constant
for all samples. The particle size (z-average) and size distribution
(polydispersity index, PI) of equivalent hydrodynamic spheres were
calculated using the Malvern software associating analysis and an
exponential sampling method. Each measurement was performed,
at least, in triplicate. The particle z-average diameter was used to
calculate the specific surface area (Aspec. given in m?/g) of empty
nanoparticles assuming a spherical particle shape (Eq. (1)). RS and
PCL densities (o) were 0.82 and 1.05 g/cm?3, respectively (Schubert
and Muller-Goymann, 2005).

Surface area 412 3
= = (1)

density x volume ~ p4/37r3 = pxr

Aspec. =
Eq. (1) is calculation of particle specific surface area (Aspec.).

2.3.2. Zeta potential measurement

Nanoparticle zeta potential is calculated by electrophoretic
mobility which is determined by laser Doppler anemometry in a
microelectrophoresis cell (Zetasizer™, Malvern Instruments, UK).
Each sample was measured at least in triplicate.

2.4. LMWH encapsulation efficiency

The amount of LMWH entrapped within nanoparticles was
determined by nephelometry (Ardry, 1967; Hoffart et al., 2006)
measuring the amount of free LMWH in the aqueous PVA or
Pluronic® solution recovered after centrifugation of the nanopar-
ticle suspension (42,000 x g; Biofuge Stratos, Heraeus Instrument
GmbH). Typically, triplicate aliquots (500 wL) of aqueous samples
were incubated at 37°C for 1h with sodium acetate [127-09-3]
buffer (pH 5.25) and 1 M aqueous solution cetylpyridinium chloride
[27841-61-8]. The mix absorbance is measured by UV spec-
troscopy at A=500nm (Uvikon 922, Kontron, Eching, Germany).
Drug entrapment efficiency was expressed as the percentage of
LMWH entrapped with respect to the amount added to the prepa-
ration.

2.5. Cells and cell culture

The NR8383 rat alveolar macrophage cell line was purchased
from the American Type Culture Collection (CRL-2192, ATCC,
Manassas, VA) as a homogenous and expandable source of alve-
olar monocyte/macrophage-like cells not chemically or virally
transformed. Cultures exhibited 50% adherent and 50% floating
cell phenotypes. These cells were grown in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) supplied with 200 mM L-glutamine, 15%
of heat-inactivated foetal calf serum and a mixture of antibi-
otic/antimycotic compounds (100 U/mL of penicillin, 100 pLg/mL of
streptomycin and 0.25 wg/mL of amphotericin B). Cultures were
incubated at 37 °C under 5% CO, and split every 3 or 4 days.

2.6. Cell viability

Cytotoxicity was evaluated based on cell viability relative to
controls as proposed by Kong et al. (2009):

e Non-cytotoxic >90% cell viability.

e Slightly cytotoxic = 60-90% cell viability.

e Moderately cytotoxic=30-59% cell viability.
e Severely cytotoxic < 30% cell viability.

Particle toxicity ranking was determined using the half-
maximal inhibitory concentrations (ICsg) for both of viability assays
used in this study.

2.6.1. Cell viability evaluation by Trypan blue exclusion

Trypan blue is one of the many dye recommended techniques
of exclusion staining, counting and evaluation of cellular popula-
tion and acute cellular toxicity (Wong et al., 2006). This method
is based on the principle that the living cells do not incorporate
the dye, whereas dead cells incorporate it owing to their damaged
membrane. Trypan blue exclusion assays were carried out as previ-
ously described (Liu et al., 1999). Cells were dispensed into 24-well
microplates (at 10° cells/mL), in 1 mL of DMEM medium/well and
incubated overnight at 37°C, 5% CO, and 95% air. Cells are then
treated with different concentrations of particles for 24 h. Unex-
posed control cultures were maintained under the same conditions.
The enumeration is carried out by immediate microscopic obser-
vation using a Malassez counting cell. Six numerations per sample
were performed to limit the risk of error. The percentage of via-
bility corresponds to the percentage of living cells resistant to any
adverse effect of the nanoparticles.

2.6.2. Cell viability evaluation by MTT assay

Colorimetric MTT assays were performed to assess the activ-
ity of living cells by their mitochondrial dehydrogenase activity.
Mitochondrial dehydrogenases of viable cells cleave the tetra-
zolium ring, yielding purple formazan crystals that are insoluble
in aqueous media. NR8383 cells were seeded in 96-well plates
at 1 x 10° cells/mL. Two hundreds microlitres of suspended cells
were added in DMEM medium/well and incubated overnight.
Cells were exposed to different concentrations of nanoparticles
for 24 h. Unexposed control cultures were maintained in the same
conditions. After incubation, the percentage of cell viability was
determined by using a procedure previously used in our labora-
tory (Attik et al., 2008), adapted from Mosmann (1983). Briefly,
cells were washed once with PBS and a solution (2.5 mg/mL)
of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) was added to each well. After a 3-h incubation at 37°C
under 5% CO,, the MTT solution was discarded carefully and the
blue formazan crystals, formed by reduction of MTT, were dis-
solved in dimethyl sulfoxide (DMSO [67-68-5], Sigma-Aldrich).
The amount of formazan was determined spectrophotometrically
by measuring the absorbance at A=540nm using a microplate
reader (Model 3550-UV, Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France).
Each concentration was tested in quadruplicate and three inde-
pendent experiments were done. Since absorbance is proportional
to the number of living cells, cell viability was represented by the
absorbance ratio of exposed to control cells expressed as a percent-
age.

2.7. Evaluation of apoptosis
One of the hallmarks in apoptosis is the cleavage of the genomic

DNA in nucleosome units. Furthermore, the caspases cascade acti-
vation plays a central role in this process.
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Table 1

Physicochemical properties of nanoparticles: diameter (by photon correlation spectroscopy), polydispersity index (PI), specific surface area (Aspec.), Zeta potential (by laser

Doppler anemometry) and LMWH encapsulation efficiency (by nephelometry).

Particles Diameter [nm] (n=8+SD) PI Aspec. [m?[g] Zeta potential [mV] (n=8+SD) LMWH encapsulation
efficiency [%] (n=4 +SD)

NP/RS— 542 +5 0.5 + 0.04 68 40.63 + 5 -

NP/RS+ 195.6 + 3 0.2 + 0.01 NA? —56.10 £ 2 56.0+0.8

NP/PCL— 291.5 + 63 0.4 + 0.06 10 -13.06 £ 7 -

NP/PCL+ 248.7 + 17 0.1 + 0.07 NA -10.20 + 12 31.0+1.3

DE/RS— 364.0 + 138 0.4 + 0.20 13 62.93 + 8 -

DE/RS+ 2416 £ 15 0.1 £0.03 NA —65.30 £ 12 32.0+£09

DE/PCL- 269.8 + 44 0.2 £+ 0.06 11 -5.40 £ 5 -

DE/PCL+ 401.1 +£ 45 0.2 + 0.04 NA —3.60 + 3 61.5+0.6

2 NA: non-analysed.

2.7.1. DNA fragmentation

DNA fragmentation was quantified using the Cell Death Detection
ELISAPLUS (Biohit Diagnostics, Meylan, France). This assay based on
the ELISA immunoassay principle uses anti-histone and anti-DNA
mouse monoclonal antibodies to quantify specifically mono- and
oligonucleosomes released during apoptosis.

NR8383 cells were seeded in 96-well plates at the density of
1 x 10° cells in 100 p.L of medium/well. Following overnight incu-
bation (37°C, 5% CO,, 95% air), nanoparticle suspensions were
added to the culture wells at 400 wg/mL for 6, 24, 48 and 72h.
Quartz microparticles (DQ12) was used as a positive control
because they were known to induce apoptosis (Gao et al., 2001;
Attik et al., 2008). Unexposed control cultures were maintained
under the same conditions. Cells were then treated with lysis buffer
for 30 min at 15-25°C. After centrifugation (200 x g), supernatant
was transferred carefully into streptavidin-coated microplates; a
mixture containing anti-DNA-peroxidase [EC 1.11.1.7] and anti-
histone-biotin labelled antibodies was added to each well. After
shaking, the solution was removed thoroughly by tapping or aspi-
ration. After three washes with the incubation buffer, 100 L
of 2,2’-azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sulfonate] (ABTS solution,
[28752-68-3]) was added to each well. The plates were shaked
until the colour development. The absorbance was measured at
A =405 nm against an ABTS blank solution using a microplate reader
(Model 3550-UV reader, Bio Rad, Marnes-la-Coquette, France).
Three independent experiments were performed, each in triplicate.
The specific enrichment factor of mono- and oligonucleosomes
released into the cytoplasm was expressed as the absorbance ratio
of exposed to unexposed cells.

2.7.2. Insitu FITC-VAD-FMK labelling

The FITC-VAD-FMK In situ Marker Assay System is a cell-
permeable FITC conjugate of the caspase inhibitor VAD-FMK (Duval
etal.,2002).Briefly, according to manufacturer instructions, 2-3 mL
of a NR8383 suspension (10° cells) was added to a slide-flask
(Nunc) and exposed 24 h to nanoparticles (400 pg/mL). After the
incubation period, medium from samples was removed and the
slide was rinsed with PBS. FITC-VAD-FMK marker was added at a
final concentration of 1 x 10~4 M. The samples were returned to
the humidified chamber at 37 °C until the appearance of fluores-
cence. Cells were fixed with 4% para-formaldehyde [30525-89-4]
in PBS, examined by fluorescent microscopy (Zeiss), fixed and pho-
tographed at 400x magnification.

2.7.3. FITC-VAD-FMK/Hoechst double staining

The Hoechst dye 33258 is an intercalating DNA agent bind-
ing preferentially to A:T and it is widely used to observe the cell
nucleus. Double staining experiments were done as follows: after
FITC labelling, cells were washed in PBS and stained 1 min with
Hoechst dye (1:2000). Cells were simultaneously examined under
fluorescence microscopy with appropriate filters.

2.8. Statistical analysis

One-way ANOVA with Fisher’s Least Significant Difference (LSD)
post hoc comparisons at 95% confidence interval was used for sta-
tistical comparisons in both the MTT and Trypan blue assays.

3. Results and discussion
3.1. Physiochemical characteristics of nanoparticles

Since many unique properties of nanomaterials stem from
their size, nanoparticle sizing is a prerequisite of cytotoxicity
assessment. Additionally, because of intrinsic high dispersion and
elevated surface energy, nanoparticle aggregation is thought to
be common in complex experimental conditions such as biologi-
cal media. Surprisingly, only few studies report such aggregation
data. At the nanoscale, aggregation is extremely difficult to detect,
especially in biological milieu, but could have a strong influence on
the specific properties of nanomaterials when they interact with
cells and tissues. These properties include colloidal stability and
homogeneity, electronic and optical behaviour and their uptake
and targeting to cells and bacteria, especially in the presence of
proteins (Jones and Grainger, 2009).

In this report, two techniques of nanoparticle preparation: dou-
ble emulsion (DE) and nanoprecipitation (NP) were compared to
investigate whether the preparation method could affect LMWH
incorporation, particle properties and cytotoxicity. The main prop-
erties of the prepared nanoparticles are given in Table 1. The
nanoparticles have nominal mean diameters ranging from 54 to
401 nm and entrapment efficiencies for LMWH ranging from 31% to
61%. The mean specific surface area (Aspec,) was calculated as being
between 10 and 68 m?/g, depending on the diameter. Therefore,
particles with a shorter diameter have the highest Aspec. (Table 1).
Our data showed that nanoparticles prepared by DE were big-
ger than those formed by NP using the same polymer (401 nm vs
54 nm). Indeed, NP/RS— (54 nm) and DE/PCL+ (401 nm) were the
biggest and smallest particles, respectively (Table 1). The relatively
low encapsulation efficiency is probably due to the loss of LMWH
into the external aqueous phase as a result of its hydrophilic nature
favouring its diffusion before the precipitation of the polymers
(Hoffart et al., 2006). RS nanoparticles obtained by NP have a higher
entrapment efficiency than those produced by the DE method (56%
vs 32%). On the reverse, PCL nanoparticles prepared according to
DE have a higher encapsulation efficiency than those of NP (61% vs
31%).

The zeta potential of the particles under study varied from —65
to +63mV depending on the preparation method, the polymer
used and whether LMWH was loaded or not (Table 1). Although
unloaded RS nanoparticles were positively charged owing to the
quaternary ammonium groups of the polycationic RS polymer:
+40 and +63 mV for NP/RS— and DE/RS—, respectively, a dramatic
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Fig. 1. Cell viability assayed by cellular membrane damage assessment using the Trypan blue exclusion test. Cells were treated with different concentrations of nanoparticles
for 24 h. Results are expressed as mean = standard deviation (n=9). + Significant difference (LSD test) at p<0.05.

change in zeta potential occurred when LMWH was encapsulated
within these nanoparticles namely —56 and —65.4 mV for NP/RS+
and DE/RS+, respectively. The shift in the zeta potential is due
to LMWH loading on the particle surface rather than incorpora-
tion into the particle matrix. Indeed, Positively charged quaternary
ammonium groups interact with the negatively charged sulphate
and carboxylate groups of LMWH, anchoring the polysaccharide on
the surface and conferring a strong negative charge to the LMWH-
loaded nanoparticles (Hoffart et al., 2006).

Nanoparticle stability was assessed by monitoring changes in
size, polydispersity and zeta potential. Our data demonstrated that
most nanoparticle formulations were stable for 4 weeks after dilu-
tion in double distilled water, whereas DE/RS+ nanoparticles were
only stable for 2 weeks (13 £ 5 days). However, tested nanoparti-
cles were much less stable in the culture medium namely DMEM:
RS nanoparticles kept their colloidal stability for at most 24h,
whereas PCL nanoparticles were more stable: 3 and 28 days for
NP/PCL- and DE/PCL+, respectively. Furthermore, PCL nanoparti-
cles prepared by DE were more stable (26 +3 and 28 +1 days for
DE/PCL- and DE/PCL+, respectively) than those prepared by NP
(3+2 and 4+2 days for NP/PCL- and NP/PCL+, respectively). In
all cases, the colloidal stability of nanoparticles was dramatically
reduced (~97% in RS nanoparticles) when they were suspended
in DMEM. This decrease in stability may be due to the adsorption
of culture medium components onto the polycationic nanoparti-
cle surface. The comparison of different data of nanoparticle zeta
potential, size and stability shows that nanoparticles have a broad
tendency to form micro-sized agglomerates (5-10 wm) in culture
medium (DMEM). These agglomerates can induce a significant
reduction in the effective concentration of the nanosized fraction
along the current study. We can also hypothesise the opsonisation
of nanoparticles by adsorption of medium serum proteins which
facilitate their uptake by the macrophage (Schulze et al., 2008).
These key elements can affect the biodistribution and biocom-
patibility of nanoparticles throughout the body (Aggarwal et al.,
2009). Indeed, the present results could reflect the underestima-
tion of nanoparticle toxicity. Therefore, the results obtained cannot
be attributed solely to the nanoscale properties of the particles. The
nanoparticles produced for industrial applications are not designed
to be compatible with in vitro cell culture tests which are carried out
in isotonic solutions at physiological pH and often in presence of
proteins (Schulze etal.,2008). Thus, many researchers tried to avoid
the colloidal instability of nanoparticles in culture media by using

other buffers that are unfortunately far away from the in vivo condi-
tions. Therefore, it remains a very important need to achieve more
physiologically relevant in vitro testing models that can substitute
for in vivo “nanotoxicology” studies (Fischer and Chan, 2007).

3.2. Cell viability

To evaluate interaction of nanoparticles and the immune sys-
tem, the NR8383 macrophage cell line was used as a model to
study in vitro cytotoxicity, since macrophages are the first line
of defence in the body. As a mediator, the mononuclear system
can modify advantageously the cytotoxicity and the bioavailabil-
ity of the nanosized-DDS (Soma et al., 2000), or, in contrast as a
target of nanoparticles toxicity, it can induce adverse effects such
as oxidative stress and be less effective in the clearance of these
potentially damaging particles. Human or rodent macrophages cell
line are widely used and recommended to evaluate the cytotox-
icity of environmental and engineered nanoparticles at first as
historical “standard” in in vitro studies (Oberdorster et al., 2005b;
Lanone et al., 2009). In fact, macrophages are able to migrate
into many different organs where they have the important roles
of engulfing and clearing of pathogens as well as small particles
(Ahsan et al., 2002). Besides, nanomaterials introduced into the
blood stream (e.g., via systemic injection, oral absorption, or inhala-
tion) would immediately encounter a high number of platelets and
red blood cells and would also have frequent contact with the
blood-filtering cells of the liver and the mononuclear phagocytic
system (i.e., reticuloendothelial system) including macrophages
(Jones and Grainger, 2009). Thus, as NR8383 macrophages have
been reported to represent the best currently available cell line for
studying the macrophage function (Lane et al., 1998), they were
considered as a satisfactory cell model for cytotoxicity assessment.
Moreover, the survival of macrophages is considered as one of key
prerequisites for an effective elimination of potentially harmful
particles (Albrecht et al., 2009). Our preliminary data from elec-
tron microscopy showed that RS particles were taken up by NR8383
macrophages (data not shown). Therefore, it was interesting to test
the influence of nanoparticle on this macrophage cell line. Addition-
ally, the unwanted exposure route to DDS nanoparticles (mainly
respiratory) during their manufacture process should be taken into
account.

Nanoparticle suspended in culture medium collide with cells
mainly as a result of convection forces and exert their biological
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Fig. 2. Cell viability assayed by mitochondrial metabolism assessment (MTT test). Cells were incubated with different concentrations of nanoparticles for 24 h. Viability was
normalized to the value determined in untreated cells. Results are expressed as mean + standard deviation (n=12). + Significant difference (LSD test) at p <0.05.

effects after these contacts (Lison et al., 2008). It was important
to assess nanoparticle cytotoxicity after a 24-h exposure period
since the cells would be in an exponential growth phase during this
period and any toxicity due to inhibition of proliferation and/or cell
death would be clearly visible (Nafee et al., 2009).

Figs. 1 and 2 show that cell viability ranged from 6% to 100%
depending on the particle concentration, preparation method, size
and zeta potential of the tested particles. Most of nanoparticles
showed a dose-dependent cytotoxicity, whereas DE/PCL+ nanopar-
ticles have a low dose-independent toxicity (Fig. 1). However,
our results of MTT assay showed a dose-dependent cytotoxicity
of empty RS nanoparticles (Fig. 2). Data displayed in Fig. 2 and
Table 2 showed that empty nanoparticles exhibit more toxicity than
LMWH-loaded ones. According to the MTT results, DE/RS+ nanopar-
ticles were rated as non-toxic whatever the dose, whereas the other
nanoparticles varied from slightly to severely cytotoxic depend-
ing on the nanoparticle type and the concentration in the culture
medium. Indeed, cell viability was 74% +0.03 and 32%+0.03 for
DE/PCL+ and NP/RS—, respectively at a 400 wg/mL concentra-
tion. When the viability was measured by Trypan blue exclusion,
cytotoxicity was well inversely correlated with particle diame-
ter, as the particles with smaller diameters were the most toxic
(Fig. 3).

When possible, ICsy was calculated in each viability assay in
order to compare the nanoparticles cytotoxicity (Pennati et al.,
2006). Table 2 shows a strong discrepancy in ICsq results between
the two assays depending perhaps on the cell death mechanism.
The nature of the nanoparticles such as their surface charge, their
adsorption capacity and their uptake may interfere with the detec-
tion system (Kroll et al., 2009).

Table 2
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Fig. 3. Influence of nanoparticle diameter on cell viability assayed by the Trypan
blue assay. Cells were incubated with nanoparticles for 24 h (n=9 4+ mean SD).

Aspec. is often proposed as an important physical determinant
of cytotoxicity (Lanone et al., 2009), therefore we propose an
“Aspec. x IC5p-index” to illustrate Aspec. /IC50 relationships. The index
values reported in Table 2 clearly show that there is a positive
relationship between toxicity and Aspec. since the particles with
the largest Aspec. are the most toxic. In case of Trypan blue, this
index was 11,968 x 10-2 cm~! for NP/RS—, and was found to be
much lower when the particle Aspec. decreased: 3198, 1790 and
2760 x 10-2 cm~! for DE/RS—, NP/PCL— and DE/PCL—, respectively.
Since the Trypan blue test assesses damage to the cell membrane
(Liu et al., 1999), it is seams reasonable that nanoparticle Aspec.
would be one of main factors affecting the cytotoxicity since it

Half-maximal inhibitory concentration (ICsp) and “Aspec. x ICso index” of nanoparticles for both viability tests: Trypan blue and MTT.

Particles ICs0 (x1076 g/cm?3) Aspec. (x10% cm?/g) [Aspec. x 1Cs0] index (x10~2 cm~1)
Trypan blue MTT Trypan blue MTT
NP/RS— 176 188 68 11,968 12,784
NP/RS+ 142 >400 (781) NA? NA NA
NP/PCL— 179 >400 (445) 10 1790 4450
NP/PCL+ 317 339 NA NA NA
DE/RS— 246 187 13 3198 2431
DE/RS+ 259 >400 (2329) NA NA NA
DE/PCL— 276 >400 (506) 11 2760 5060
DE/PCL+ >400 (1037) >400 (959) NA NA NA

2 NA: non-analysed.
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Fig. 4. Influence of nanoparticle zeta potential on cell viability assayed by the MTT
assay. Cells were incubated with nanoparticles for 24 h (n=12 + mean SD).

would determine the extent of interactions between particles and
cellular membranes.

According to ICsg results obtained with Trypan blue, the tested
particles showed the following order of cytotoxic potency:

NP/RS+ > NP/RS— ~ NP/PCL— > DE/RS— ~ DE/RS
+ > DE/PCL— > NP/PCL+ > DE/PCL+.

When the endpoint was MTT reduction, the zeta potential of
the nanoparticles seemed to be a valuable marker of cytotoxic-
ity, since this parameter showed a positive relationship with their
cytotoxic effects (Fig. 4). The ICsg values calculated from the MTT
measurements showed that cytotoxic effect of the tested nanopar-
ticles could be ranked as:

NP/RS — ~ DE/RS— > NP/PCL+ > NP/PCL— > DE/PCL
— > NP/RS+ > DE/PCL+ > DE/RS+.

Heparin encapsulation dramatically changed the nanoparticle
toxicity. The MTT data showed that, in contrast to PCL nanoparti-
cles, RS nanoparticles without LMWH were more toxic than those
with LMWH because of the lower zeta potential of LMWH-loaded
nanoparticles, namely —56 and —65mV for NP/RS+ and DE/RS+,
respectively. Indeed, while the IC5p values were 188 and 781 pg/mL
for NP/RS— and NP/RS+, they were 445 and 339 p.g/mL for NP/PCL—
and NP/PCL+, respectively. Furthermore, RS nanoparticles without
LMWH were more toxic than PCL ones, whereas LMWH-loaded
RS nanoparticles were less toxic than LMWH-loaded PCL particles
obtained by the same preparation method. For example, the ICsq
values were 188 and 445 pg/mL for NP/RS— and NP/PCL—, respec-
tively as compared to 781 and 339 pg/mL for NP/RS+ and NP/PCL+,
respectively. The cytotoxicity of nanoparticles prepared by DE var-
ied in the same manner (Table 2).

Table 3

Theresults obtained from the MTT and Trypan blue assays reveal
that nanoparticles with the smallest diameter and the highest
zeta potential, namely NP/RS— nanoparticles, were the most toxic
(Figs. 3 and 4). Thus, DE/RS+ and DE/PCL+ can be proposed as a good
delivery system for LMWH due to their relative high encapsulation
efficiency (32% and 61%, respectively) and low toxicity (IC59 ~ 1.0
and 2.3 mg/ml, respectively).

The main factors affecting cytotoxicity of polycationic agents
have been reported to be molecular weight, charge density and
type of cationic functionality, structure and sequence (block, ran-
dom, linear, and branched) and conformational flexibility (Unger et
al., 2007). Polymers with a linear (PCL) or branched (RS) and flexi-
ble structure showed higher cell damaging effects as compared to
other structures (Fischer et al., 2003). According to some authors,
cationic agents such as RS could affect the cell viability through
their positive charge interacting with the negatively charged cell
membrane (Morgan et al., 1988). Furthermore, cationic agents have
been reported to induce some cell damage through their interac-
tion with anionic components (sialic acid) of glycoproteins on the
epithelial cell surface (Fischer et al., 2003). Verma and Stellacci
(2010) reported that regardless of the type of particle, cationic
particles penetrate cell membranes which may contribute to the
cytotoxicity observed with such particles. Our study confirms these
observations for RS nanoparticles (Fig. 4).

It is also noteworthy that our results are in accordance with
those of Delie et al. (2001) and Gargouri et al. (2009) since nanopar-
ticles of the same polymer, prepared by the DE technique were
less cytotoxic than those obtained by NP. This result could be
explained by the small size of NP nanoparticles compared with
those of DE. Indeed, whereas the ICsg values obtained by Trypan
blue were 142 and 176 pg/mL for NP/RS+ and NP/RS— respec-
tively, they were very different for the same particles prepared
by DE (259 and 246 pg/mL for DE/RS+ and DE/RS—, respectively)
(Table 2). In contrast, Sun et al. (2008) reported that cationic
biodegradable micellar nanoparticles prepared by nanoprecipita-
tion displayed good cytocompatibility against HEK293 cells even
at high concentration. Such differences in cytotoxicity may be due
to the active principle, physicochemical modifications, polymer
biodegradability and cell type (Mueller et al., 2004; Kean et al.,
2005). Lanone et al. (2009) suggested that the different sensitivity
of cell lines has to be carefully taken into account when assess-
ing nanoparticles toxicity. For example, Lamprecht et al reported
that RS nanoparticles produced by oil/water emulsification-solvent
evaporation had a low toxicity on Caco-2 cells (Lamprecht et al.,
2006). This cancerous cell line used as model for the gastroin-
testinal tract epithelium is characterized by its high robustness
compared to other cell lines (Pertuit et al., 2007). Additionally,
Lamprecht et al. used a different nanoparticle preparation method,
namely oil/water emulsification-solvent evaporation as well as a
different cell density in the MTT assay. The latter parameter has
been reported to be an important factor that affects nanoparticle
cytotoxicity data (Geys et al., 2009). Another study reported that

Apoptosis assessment in NR8383 by quantification the mono- and oligonucleosomes release (DNA fragmentation assay). DQ12 microparticles were used as a positive control
of apoptosis. Cells were treated with 400 and 200 p.g/mL of tested nanoparticles and DQ12 microparticles, respectively.

Nanoparticles Enrichment factor

6h 24h 48h 72h
Unexposed cells 1.00+0.01 1.004+0.03 1.00+0.01 1.00+0.01
NP/RS— 0.76 £0.01 0.86+0.01 0.734+0.01 0.70 £ 0.05
NP/PCL— 0.744+0.01 0.61+0.03 1.10+£0.01 1.62+0.08
DE/RS— 0.61+0.01 0.61+0.03 0.85+0.01 0.77 +£0.01
DE/PCL— 0.87 £0.01 0.78 £0.01 0.144+0.03 1.32+£0.01
DQ12 23.20*+0.30 3.95*+0.08 ND ND

ND: not determined. Results expressed as mean + standard deviation (n=9). *Significant difference at p <0.05.
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Fig. 5. Double staining FITC-VAD-FMK (green)/Hoechst dye 33258 (blue) of NR8383. Arrows show caspase activation and chromatin condensation using FITC-VAD-FMK and
Hoechst staining, respectively. (A) Unexposed cells, B: cells incubated with 400 pwg/mL of NP/RS— for 24 h. Each field was viewed at a magnification of x400. This figure is
representative of three experiments. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of the article.)

hydroxylapatite particles showed low toxicity towards NR8383
cells (Albrecht et al., 2009). Indeed, these differences in toxicity
data were due to the use of other nanoparticles-hydroxylapatite-
at higher cell density (1 x 106 cells/mL) compared with our work,
namely 1x 10° cells/mL. Furthermore, Gargouri et al. (2009)
showed that unloaded RS nanoparticles prepared by NP and DE
showed cytotoxic effects depending on both cell type and nanopar-
ticle concentration. These nanoparticles were found to be less
toxic towards MDA-MB 231 and MCF-7 cells than towards FaDu
cells using the MTT assay without serum, which also may affect
nanoparticle cytotoxicity (Geys et al., 2009). Glutathione-loaded
RS/cyclodextrin nanoparticles prepared using the quasi-emulsion
solvent diffusion technique did not show any cytotoxicity towards
the RAW264.7 macrophage cell line using the MTT assay (Lopedota
et al., 2009).

Few studies are realized to evaluate the toxicity of nanosized-
DDS based on the biodegradable PCL polymer. No toxic effect of
PCL itself was noticed in cell culture using neutral red and MTT
assays (Dang et al., 1997). PCL nanoparticles prepared by NP and
a simple oil/water emulsification technique showed a higher cyto-
toxic effect in the HEK293 cell line as compared to Caco-2 (Pertuit
et al,, 2007). However, PCL microparticles prepared by DE were
reported to be slightly toxic towards the J774.2 cell line (Murillo et
al., 2002a,b). Furthermore, Luong-Van et al. (2006) demonstrated
that heparin-containing PCL electrospun fibers did not induce any
inflammatory response in the mouse RAW264.7 macrophage cell
line.

Our findings confirm the hypothesis that nanoparticle toxic-
ity is not only due to the preparation method and composition of
nanoparticles. In fact, the overall physicochemical properties and
assay conditions have to be taken in account.

3.3. Apoptosis

Apoptosis is a genetically regulated of cell death characterized
by cell shrinkage, plasma membrane blebbing, nuclear chromatin
condensation and DNA fragmentation (Matute-Bello and Martin,
2003; Shih et al., 2003). The results exposed in Table 3 show that
no nuclear fragmentation occurs when the cells were treated with
a cytotoxic dose of unloaded nanoparticles (400 wg/mL) whatever
the nanoparticles and the time of exposure. In addition, nuclear
fragmentation featured by the enrichment factor value is signif-
icantly enhanced when cells are exposed to 200 p.g/mL of DQ12
microparticles (23.20) as previously demonstrated by Attik et al.

(2008) and Gao et al.(2001). Caspases activation plays a central role
in the apoptosis process. In situ double labelling of NR8383 with
FITC-VAD-FMK/Hoechst dye after a 24 h exposure to 400 pg/mL
of the same nanoparticles shows activated caspases in the cyto-
plasm and chromatin condensation without DNA fragmentation
(Fig. 5). The discrepancy between the two detection methods could
be explained by the apoptosis asynchronous process. A limited
number of cells will be progressing through programmed cell death
as indicated by the immunohistological method. So, the level of
DNA laddering obtained from apoptotic cells is below the detec-
tion limit of our biochemical method. However, Dursun et al. (2006)
have shown that caspases, the major mediators of programmed cell
death, can also cause necrosis. Our findings showed that NP/RS—
nanoparticles induced cell death by either necrosis or apoptosis
distinguished by caspase activation without DNA fragmentation.

4. Conclusion

In summary, our results show that the preparation method
for nanoparticles and the assay conditions influence their prop-
erties, especially in terms of LMWH encapsulation and cytotoxic
effect profiles. DE/RS+ and DE/PCL+ can be considered as a satisfac-
tory nanosized delivery system for LMWH because of their high
encapsulation efficiency and low toxicity. LMWH encapsulation
dramatically reduces the cationic nanoparticles toxicity owing to
the serious modifications in particle zeta potential.

Our work also showed that nanoparticles can induce cell death.
Which kind of cell death (necrosis or apoptosis) involved in this
cytotoxicity should be investigated further. Whether the cell death
induced by tested nanoparticles is due to their internalisation by
the cells or their interaction with cell membranes should also
be further investigated. Although many researchers have earlier
reported cytotoxicity evaluations of DDS nanoparticles based on
physicochemical properties, more relevant biological and molec-
ular assays such as apoptosis, in situ caspase marker assay and
transcriptomic microarray require attention. ICsq varies as a func-
tion of the cytotoxicity endpoint since each endpoint screens a
specific mechanism of toxicity. Thus, in order to obtain compara-
ble results of “nanotoxicology”, it is necessary to standardize the
in vitro toxicity experiments in terms of cell line type, cell density,
cytotoxicity assay type and the different in vitro conditions. Since
nanoparticle cytotoxicity data differ for different cell types, com-
plimentary in vivo studies will be needed to confirm our findings in
vitro.
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Dans ce travail sur la toxicité de différentes préparations de NP, les données concernant les
caractéristiques physico-chimiques des NPs montrent qu’elles ont tendance a former des
agglomérats (5-10 pm) dans le milieu de culture. La formation de tels agglomérats
micrométriques peut induire une réduction significative de la concentration des particules
nanométrique libres. In vivo, une opsonisation des NPs par des protéines sériques, facilitant
leur phagocytose par les macrophages est possible [144]. Ces phénoménes peuvent affecter la
biodistribution et la biocompatibilité des NPs en cas d’administration a I’animal ou a ’homme
[145] et entrainer une sous-estimation de la toxicité des NPs.

Nous avons également montré que les NPs vides ont une toxicité plus importante que celles
chargées avec I’HBPM. En effet, I’encapsulation de I’héparine dans les NPs d’ERS,
polycationiques, neutralise leurs charges positives et modifie leur taille ce qui peut réduire
leur internalisation.

Pour déterminer 1’origine de cette toxicité au niveau cellulaire et moléculaire, nous avons mis
en place une étude afin d’étudier I’internalisation des NPs, leur cible intracellulaire ainsi que
leur effet sur D’expression de génes et le type de mort cellulaire induit en utilisant les

particules les plus toxiques, NP/ERS’, (cf. I’article II et III ci-apres).
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2. Article II: Nano systems for drug delivery: Which gap in preclinical studies?

Le résumé d’une conférence sur invitation au 47°™ Congrés des Sociétés Européennes de
Toxicologie (EUROTOX) a été publié dans Toxicology Letters. Volume 205, Supplement, 28
August 2011, Pages S43-S44. OS5-1 (impact factor 3.581, en Octobre 2011).

Un poster résumant les premiers résultats de la suite de notre travail a été également présenté
a ce congreés (Figure 14). Nous avons étudiés les effets des NPs d’ERS vides qui ont été
trouvées les plus toxiques dans le travail présenté dans I’article I au niveau moléculaire pour
déterminer le mécanisme de leur cytotoxicité et le type de mort cellulaire provoquée par ces
particules. Les résultats sont exposés dans 1’International Journal of Pharmaceutics (cf.

Article IIT) en décembre 2011.
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Nano systems for drug delivery: Which gap in preclinical studies?

\0/ Eidi H, Joubert O, Safar R, Maincent P and Rihn BH Nancy-Université
Facultely EA 3452 School of Pharmacy, NancydUniversiy, 54001 Nangy cedex S
Pharmale BACKGROUND

Recently, we reported that empty Eudragit® RS (ERS) nanoparticles prepared by nanoprecipitation technigues (NP/ERSY) impair cellular
membrane integrity and mitochondrial functions of a NR8383 macrophage cell line (Eidi et al. 2010). To fill a gap in toxicology assessment.
complementary preclimical study of RS nanoparticles was needed. In this study, we investigated both biochemical and morphological effects of
NP/ERS as well as their effects on gene expressions nanoparticles using NRB383 cells as an in vifro model.

MATERIALS AND METHODS

I. Nanoparticles
+ polymer: Eudragit™ RS (ERS)
¥ NP/ERS- nanoparticles: prepared with the nanoprecipitation method angd positively charged (+40mV, 55nm).
Il. Electron microscopic: to check (i) cellular uptake by NR8383 macrophages and (iijnanoparticle integrity, TEM and SEM were used.
lil. Transcriptomic microarray

« NR8383 rat macrophages were incubated with two doses (25 or 10|J|.rgﬁm~.i) of NP/ERS- naa'npa“bdes
¥ RNA were hybridized on Agilent 4 x 44 K Whole Rat Genome Mu:man‘a'_v

+ Data were analyzed using Agilent Feature Extraction Software and GeneSpﬂng GX software (Agilent Technologies. Palo Alto, USA).
IV. g-PCR and Western blot: Microarray result confirmation was evaluaied with a Stratagene MX3000Pdevice
V. Iimmunofluorescence assay: LC3 protein conversion into fhe LC3-ll isoform. an autophagy marker, was assessed by immunostaining.

RESULTS |
l. Electron microscopic analysis

1. Nanoparticle internalisation by macrophages ! 2. Autophagy induced in ueated cells by NP!ERS-
NR8383 - 25pg-‘ mL NP'ERS for th Qicells displayed aiso 8

autophagic changes
such as phagophore
and autophagosome
(muiti membrane
shructures)

I Oxydatwe stress assessment
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 ncff encodesa SovomLs 2o 3
subunit of NADPH' o g
oxidase locatedin | K >
phagolysosome and j oq-‘“" 25 pgimi ) 24h =
5 P (s y responsible -
= ot - — for ROS formationin | 2
OThey reached the mitochondna that lost their axidativeburst Gl =
physiciogical shape and integrity. s _ | == =
. Trancriptomic microarray _ | - :
= 3 vy L b
? confirmation
GO'ID and GO Terms Symbol 100 pg/ml IV. Result by g-PCR and Western blot
i . BILT o Fold change K
Amtophagic vacuole J - !
- agl6ll ™ up 23 2 tnf-3 down-regulation
formation .
SE————G—=—=—=—=— 1 B . S 2t . Conkol
S
Apopiosis rrfkl‘f down 2:‘ =
7. Y o
V. Autophagy confirmation by Immunofiuorescence 2; 1 4
x 1

25 pgimli 24h. 56 ot s28h

i

QCHL: chioroguine; 4
a positive confrol of autophagy.

3 A dose-dependent accumulation of LC3a NFxB (PS5) ___ Opat
LC3-positive vesicles in NR8383 cells V. e wm - 3100 lomwanz ™

in comparisonto no exposed cells. . -_  — . ---...
100 pgiml of NF/ERS ;;a!-ll:uﬂﬂ_EH; !2& b 100 pgiml of NPEERS
LC3Ji DNA 1) Mitochondria decay is confirmed by microaray and westem blot
i analysis that revealed an opaf gene and protein down-expression,

DISCUSSION AND CONCLUSION

We reported for the first time that polymeric nanoparticles deﬂmedfor drug delivery systems:

¥ penetrated per unit by endocytosisin macrophages,

~ were retrieved in the vicinity of the inner membrane of mitochondsia and inside of it,

+ induced an oxydalive stress as wellas mmandnaldecaymm phagophore and amophagmfomm

« activated the autophagic pathway in NRE383 mac:a;hagss leading to milochondrial decay. EN—

Figure 14 : Poster présenté au 47¢éme Congres des Sociétés Européennes de Toxicologie (EUROTOX),
aott 2011 a Paris.

66



Hub ScienceDirect Scopus

Scilopics Applications

Articles @ All Tields

Images . JoumalBook title

Back to resufis | = Previous 145 of 971 Mexi=

'EPDF{M K) | B export citation | B E-mail aricie | "L> Highlight keywords on [

Article Thumbnails | Full-Size images

Toxicology Letters

Volume 205, Supplement, 28 Auvgust 2011, Pages 543-544 ﬁ
Absiracis of the 47th Congress of the European Societies of Toxicology (EUROTOX)

doi: 10. 10184 toedet 2011.05.173 | How fo Gite or Link Using DO
1 Pemmissions & Reprints

0551

Nano systems for drug delivery: Which gap in preclinical
studies?

B. Rihn = , H. Eidi, Q. Joubert, C. Nemos, S. Grandemange, P. Maincent, B. Mograbi, L. Marocci

EA 3452, Faculté de Pharmacie, Mancy, France

Available onfine 22 July 2011.

67




Abstrarts / Taxivodogy Letters 20550201 1) 536-555

055
Toxicology of Nanomaterials

055-1
Nano systems for drog delivery: Which gap in preclinical
studies?

B. Rihn*, H. Eidi, O, joubert, €. Némos, §, Grandemange, P.
Maincent, B. Mograbi, L. Marocci

EA 3452, Foculté de Pharmuocie, Nancy, France

Recently, we reported that empty Eudragit® RS (RS-} nanopar-
ticles wsed as drug delivery systems and prepared by nanoprecip-
itation techniques or double emulsion impair cellular membrane
integrity and mitochondrial functions of a NR8383 macrophage cell
line, Particles prepared by nanoprecipitation were more toxic than
those prepared by double emulsion, To understand the molecular
events that underlie cyvtotoxicity, we investigated both biochemical
and morphological effects of RS-nanoparticles on NRE383 cells, All
together our data confirm the occurrence of the cytotoxic effect of
nanoparticles via mitochondrial decay as they (1) penetrated per
unit by endocytosis in macrophages, (i) were described in the
vicinity of the inner membrane of mitochondrion and inside of

543

544 Absteactsf Toxivology Letters 2055 {3013 ) 536-559

it, and (01 indoced mitochondrial decay through phagophore and
autophagosome formation. Indeed nanoparticle effects on mito-
chondriawere confirmed by a transcriptomic analysis that revealed
over-expression of Opal, a dynamin-related GTPase located in the
innermembrane of mitochondria. ltwas also shown that the proay-
tophagic gene -« Atg16L1 - wasup-regulated. The results presented
i oo sty on bmune systern cells should prompt researchers in
nancmedicine and toxicologists to test autophagy as well as cell
necrosis or apoptosis for pharmacological safety since they might
alter functions of immune system with potential consequence on
hweman health.
This work was supported by ANRZO10.G3.

dot; 10 1016{Lroxler. 201 1.05.173
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3. Article II1: Drug delivery nanoparticles are autophagic inducers in macrophages

Ce travail comprend trois parties. Une étude morphologique de I’internalisation des NPs dans
les macrophages de rats par microscopie électronique, une évaluation de 1’expression des
génes par 1’étude du transcriptome de macrophages de rat avec des puces a ADN
(microarray) et enfin une étude par RT-PCR quantitative et Western-blot des principaux
genes dont I’expression était la plus modifiée. Les genes pro-apoptotiques de la voie
extrinséque de 1’apoptose, tnf-a et casp 8, sont sous-régulés; ainsi que les geénes anti-
apoptotiques impliqués dans la voie intrinséque, bcl-2 et nfkb. Ces €léments suggerent que la
voie intrinséque de I’apoptose serait impliquée. Cependant, ni la fragmentation de I’ADN, ni
I’activation de la Poly (ADP-Ribose) Polymérase (PARP), deux marqueurs essentiels de
I’apoptose, n’ont été observées. Par contre les études en microscopie ¢€lectronique et la sur
régulation du geéne pro-autophagique, atg/6/ sont en faveur d’une cytotoxicit¢ due a un
processus autophagique dans les cellules traitées par les NPs.

La microscopie €lectronique a transmission a montré que les NPs pénétrent par endocytose de
maniére unitaire et sont retrouvées dans les mitochondries. Ces dernieres, dans les cellules
traitées avec les NPs, sont altérées avec perte des cristae (Article II, Figure 3c et d). Cette
souffrance mitochondriale a été confirmée par la sous-expression du géne opalet de la
protéine correspondante. Ces résultats ont été publiés dans [International Journal of

Pharmaceutics (Impact Factor: 3,607, en Novembre 2011).
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Drug delivery nanosystems are currently used in human therapy. In preliminary studies we have observed
that Eudragit® RS nanoparticles, prepared by nanoprecipitation or double emulsion techniques, are
cytotoxic for NR8383 rat macrophages. In this study, we expand our previous analysis and suggest
that unloaded Eudragit® RS nanoparticles prepared by nanoprecipitation (NP/ERS) may induce impor-
tant morphological and biochemical cellular modifications leading to cellular death. In NR8383 rat
macrophages cell line exposed to doses varying from 15 to 100 .g/mL, NP/ERS nanoparticles are internal-

ﬁiﬁvgggﬁdes ized inside the cells, reach the mitochondria and alter the structure of these organelles. In addition, the
: exposure to nanoparticles induces cellular autophagy as demonstrated by electron microscopy analysis,

Drug delivery . X .. .

Autophagy microchip array, qRT-PCR and Western blot assays. Although toxicity of nanoparticles has already been

Apoptosis evidenced, it is the first time that results show clearly that the toxicity of polymeric nanovectors may be

Microarray related to an activation of autophagy.

Mitochondria

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Nano-drug delivery systems (NDDS) based on polymeric bio-
materials have received considerable interest as drug delivery
vehicles, and as nonviral gene delivery systems (Unger et al.,
2007). Nanoparticles used as drug delivery vehicles are gener-
ally <500nm in at least one dimension, and consist of different
biodegradable or non biodegradable materials such as natural or
synthetic polymers, lipids or metals (Hoffart et al.,, 2006; Suri
et al., 2007). Despite their wide use, their toxicity is seldom eval-
uated and the studies are limited, in most cases, to the effect of
loaded nanoparticles. On the contrary, the toxicity of the unloaded

Abbreviations: CHL, chloroquine; DCFH,-DA, 2',7'-dichlorofluorescin diacetate;
DE, double emulsion; DE/ERS, Eudragit® RS empty nanoparticles prepared by dou-
ble emulsion technique; ERS, Eudragit® RS PO; GO, gene ontology terms; LPS,
lipopolysaccharide; LMWH, low molecular weight heparin; NDA, naphthalene-
2,3 dicarboxyaldehyde; NDDS, nano drug delivery systems; NP, nanoprecipitation;
NP/ERS, Eudragit® RS PO empty nanoparticles prepared by nanoprecipitation tech-
nique; SWCNTSs, single-walled carbon nanotubes; SDS, sodium dodecyl sulfate; SEM,
scanning electron microscopy; TEM, transmission electronic microscopy.

* Corresponding author at: Faculté de Pharmacie, 5 rue Albert Lebrun, BP 80403,
54001 Nancy Cedex, France. Tel.: +33 0383 682 355; fax: +33 0383 682 301.

E-mail addresses: bertrand.rihn@pharma.uhp-nancy.fr, housam.eidi@gmail.com

(B.H. Rihn).

0378-5173/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ijpharm.2011.11.020

nanoparticles is not investigated and the mechanisms through
which they might interfere with the cellular metabolism are largely
unknown. Among the numerous available nanoparticles, those pre-
pared from Eudragit® RS (ERS), a non-biodegradable positively
charged copolymer, licensed for clinical use by the major health
authorities of Europe, Japan and USA (Hoffart et al., 2006), are
efficient NDDS. ERS nanoparticles prepared by nanoprecipitation
(NP) or by double emulsion (DE) techniques containing ibupro-
fen (Pignatello et al., 2002), cyclosporin (Pignatello et al., 2002),
indomethacin (Bhardwaj et al., 2010), melatonin (Schaffazick et al.,
2008), DNA plasmid (Gargouri et al., 2009) and low molecular
weight heparin (Jiao et al.,, 2002) (LMWH) have been obtained
and suggested to be used for the treatment of different patholog-
ical conditions. A previous work from our laboratory has already
shown, by using MTT and Trypan blue exclusion tests, that unloaded
NP/ERS nanoparticles, at a final concentrations ranging from 25 to
400 pg/mL, have cytotoxic effects on the rat macrophage cell line
NR8383 (Eidi et al., 2010). Additionally, other studies performed on
ERS nanoparticles toxicity are scarce and often they are limited to
cell survival (Gargouri et al., 2009; Lamprecht et al., 2006). Taking
into consideration that (i) 44% of the total nanoparticles present in
a formulation is empty (Eidi et al., 2010); (ii) as demonstrated in
rabbits, nanoparticles reach the blood stream after oral administra-
tion (Hoffart et al., 2006) and that (iii) macrophages are among the
first cells they interact with, we extended our study on the effect of
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NP/ERS on NR8383 rat macrophages, which evolve in fully activated
macrophages (Nguea et al., 2008), with the aim to better elucidate
the molecular mechanisms that may be responsible of the observed
cytotoxicity and so to further address the safety issues surrounding
nanoparticles use.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Eudragit® RS PO (ERS; MW =150,000Da) was a gift of Evonik
polymers (Darmstadt, Germany). CAS number: 33434-24-1, chem-
ical/I[UPAC name: poly(ethyl acrylate-co-methyl methacrylate-co
trimethylammonioethyl methacrylate chloride) 1:2:0.1. INCI
name: Acrylates/Ammonium Methacrylate Copolymer, molecular
weight: 32 g/mol. Eudragit® RS PO was described in the following
monographs: (i) European pharmacopoeia: Ammonio Methacry-
late Copolymer, Type B; (ii) USA pharmacopoeia: Ammonio
Methacrylate Copolymer, Type B - NF; (iii) Japanese phar-
macopoeia: Aminoalkyl Methacrylate Copolymer RS. Pluronic®
F68 [CAS number: 11104-97-5] (Saint-Quentin Fallavier, France)
was used as surfactant for particle preparations. Reduced
glutathione (GSH), naphthalene-2,3- dicarboxyaldehyde (NDA),
2',7'-dichlorofluorescin diacetate (DCFH,-DA) and dichlorofluores-
cein (DCF) were purchased from Sigma-Aldrich (France).

2.2. Methods

2.2.1. Nanoparticle preparation

Nanoparticles were prepared by nanoprecipitation as previ-
ously described (Bodmeier et al., 1991; Fessi and Puisieux, 1989).
Briefly, 300 mg of polymer were dissolved in 15 mL of acetone
(organic phase). The solution was poured in a glass syringe, and
flowed slowly under stirring, in 40 mL of a Pluronic® F68 (0.5%, w/v)
aqueous solution. The solvent was removed by rotary evaporation
under vacuum at 40°C (Heidolph, Schwabach, Germany) and the
solution concentrated to 15 mL.

2.2.2. Particle size measurement

Particle sizes were estimated by photon correlation spec-
troscopy (PCS) using a Zetasizer™ (Malvern Instruments Worces-
tersher, UK). Each sample was diluted with filtrated bidistilled
water until the appropriate concentration of particles was achieved
to avoid multiscattering events. Using cumulative analysis soft-
ware and exponential sampling method, particle size (z-average)
and polydispersity index of equivalent hydrodynamic spheres were
determined using the results of three determinations.

2.2.3. Zeta potential measurement

Particle electrophoretic mobility was determined three times
for each sample by laser Doppler anemometry in a microelec-
trophoresis cell of Zetasizer™.,

2.2.4. Scanning electron microscopy (SEM)

Briefly, nanoparticles deposited on a plastic coverslip (Ther-
manox, 174950, Merck Eurolab, Strasbourg, France) were dehy-
drated by increased ethanol concentrations (25°, 50°, 70°, 90°,
and 100°) and treated with hexamethyldisilazane for 10 min at
room temperature. The coverslips were coated with gold. Prepa-
rations were observed under SEM (Stereoscan 240 S/N, Léo,
Rueil-Malmaison, France) at less than 20 kV.

2.2.5. Cells and cell culture
The NR8383 rat alveolar macrophage cell line was purchased
from the American Type Culture Collection (CRL-2192, ATCC,

Manassas, VA). Cells were grown as 50% adherent and 50% float-
ing cells in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM: GIBCO
Invitrogen, Cergy Pontoise, France) supplemented with 15% fetal
calf serum (FCS, Eurobio, Les Ullis, France), 200 mM L-glutamine
(G7513, Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) and antibi-
otic (A5955, Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France)at 37 °C
under 5% CO,. Cells were treated with nanoparticles using this cul-
ture medium in all the following experiments.

2.2.6. Transmission electron microscopy (TEM)

Briefly, NR8383 cells were treated with 15 and 25 pg/mL of
NP/ERS for 2 h, then they were immediately fixed with ice-cold 3%
glutaraldehyde for 3 h. Cells were then post-fixed in 1% 0sOg4 for
1h at 4°C, progressively dehydrated by increasing concentrations
of ethanol and finally treated with propylene oxide and included in
resin semi-fine (1.5 wm) and ultra-fine sections (70-90 nm) were
prepared with an ultra-microtome (Reichert-Yung) and examined
with the electron microscope Philips CM12 (FEI Electron Optics,
Eindhoven, The Netherlands).

2.2.7. Total RNA extraction

Total RNA was extracted from cells, treated with 15 and
100 pg/mL of NP/ERS for 24 h, using RNeasy Mini Kit (QIAGEN,
Courtaboeuf, France) following manufacturer instructions. RNA
purity and concentration were determined spectrophotometrically
using a NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington,
DE).

2.2.8. Microarray

Microarray experiments were performed following the MIAME
(Minimal Information About a Microarray Experiment) criteria
(Brazma et al., 2001). Briefly, RNA samples were extracted from
NR8383 cells and melted at 65 °C. cDNA was then synthesized using
M-MLYV reverse transcriptase (RT) (EC 2.7.7.6.9, Invitrogen, Cergy
Pontoise, France). The cDNA was transcripted to cRNA using T7
RNA polymerase and labeled with fluorescent Cyanine 3-CTP. The
cRNA (350 ng) was amplified and labeled using One-Color Gene
Amp Labeling Kit (Agilent Technologies, Massy, France) follow-
ing manufacturer’s instructions, then purified using RNeasy Mini
Kit (QIAGEN, Courtaboeuf, France) and quantified spectrophoto-
metrically using a NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE). The One-Color Spike-In Kit (Agilent Technolo-
gies, Massy, France) was used to provide positive controls. Before
the hybridization step, 1.65 pg of cRNA was fragmented using the
Gene Expression Hybridization Kit (Agilent Technologies, Massy,
France) by incubation with fragmentation buffer and 10x blocking
agent for 30 min at 60 °C. Fragmented cRNA was hybridized to Agi-
lent 4x 44 K Whole Rat Genome Microarray (Agilent Technologies,
Massy, France) using hybridization chambers (Agilent Technolo-
gies, Massy, France) and hybridization oven (Agilent Technologies,
Massy, France) for 20 h at 65 °C. One-minute wash was performed
twice using wash solution 1 and 2, respectively (Agilent Tech-
nologies, Massy, France). Microarrays were stabilized and dried by
acetonitrile (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France). The
slides were scanned with the Agilent Microarray Scanner (Agilent
technologies, Palo Alto, CA, USA) and the scanned images were
extracted using Feature Extraction Software version 9.5.3 (Agilent).
Analysis was performed with Genespring GX10 (Agilent Technolo-
gies, Palo Alto, CA, USA).

2.2.9. RNA reverse transcription and quantitative RT-PCR
(qRT-PCR)

Total RNA (1 wg) from control or treated cell samples were
reverse-transcripted with 50nmol of oligo (dT) using M-MLV
reverse transcriptase (RT) [EC 2.7.7.4.49, Invitrogen, Cergy Pon-
toise, France] following manufacturer’s protocol. qRT-PCR was
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Table 1
Primers sequences used in qRT-PCR experiments.

Primers Sens Anti sens

s18 5-CGCCGCTAGACGTAGAATTCT-3"  5'CATTCTTGGCAAATGCTTTGC-3'
nfkb2  5-TTCGGAACTGGGCAAATGTT-3'  5'-ACACGTAGCGGAATCGAAAT-3’
opal 5-TCCTGTGCATTCAAGATGGA-3"  5'-GAGCTTTCATTGGGAAGAGC-3'
tnf 5-TAGCCCACGTCGTAGCAAAC-3'  5-TGGTATGAAATGGCAAATCG-3'
bci2l13 5-TGGGATGCCTTTGTGGAACTAT-3' 5'-GGTCTGCTGACCTCACTTGT-3’
casp8  5-GGTTTCTGCCTACAGGGTTA-3'  5-TCGTAATCGTCGATCCTTCC-3’
pdcd4  5'-GGTGTGCCCGTGTTGGCAGT-3'  5-GGCCCACCAATCGTGGTGCT-3'
ncfl1 5'-TTCACAACTACGCAGGTGAA-3"  5-TTATCTCCTCCCCAGCCTTC-3'
atg16l1 5-CTTGTAATTCCCGCATTGCT-3’ 5-GCCTCGTATGTCTTTGATGC-3’

performed with a Stratagene Mx3000p system and Mesa Green
gPCR MasterMix Plus for SYBR® (RT-SY2X-03-WOULR, Eurogen-
tec, Belgium). Briefly, 100 ng of reverse-transcripted RNA from each
sample were mixed with appropriate concentrations of tested gene
primers (Table 1) and the Mesa Green qPCR MasterMix. MRPSI8A
(s18) was used as internal control gene. PCR amplifications were
carried out as follows: 5 min at 95 °C; 45 cycles (15sat95°C, 40s at
60°C and 40s at 72°C). A standard curve was made for each gene
and the subsequent slope was used to calculate the PCR reaction
efficiency (E=10(-1/slope)) For each sample, the gene expression
level was calculated from the threshold cycle (C;), which is the
number of cycles necessary for the first detection of a PCR product.

2.2.10. Western blot

Total proteins (25 g) from NR8383 cells either exposed (25
and 100 pg/mL of NP/ERS for 4, 10, 24, 36, 48 and 72h) or not
to nanoparticles were run on SDS-polyacrylamide gels (10%) as
previously described (Corcelle et al., 2006; Laemmli, 1970) and
transferred onto a PVDF membrane, followed by immunoblot anal-
ysis using monoclonal antibodies directed against anti-cleaved
PARP (cat #552596, BD Biosciences Pharmingen, France), anti-p65
(cat #sc7178, Santa Cruz Biotechnology, France), mouse anti-OPA1
(cat #612606, BD Transduction Laboratories, France), anti LC3-II
(clone 5F10; Nanotools, France), anti-actin (cat #C-11, Santa Cruz
Biotechnology, France) or anti-tubulin (Santa Cruz Biotechnology,
France) at the optimized dilutions. Bands were detected using an
IgG polyclonal anti-mouse antibody conjugated to peroxidase (EC
1.11.1.7; Sigma) after addition of a chemiluminescent substrate
(Roche).

2.2.11. Immunofluorescence

Cells were treated with either NP/ERS (0, 25, 50 and 100 pg/mL
for 4h) or chloroquine (CHL) CAs # [58175-87-4] as a positive
control of autophagy (30 wM, 4 h). Cells deposited on a glass cov-
erslip were fixed for 15min in 4% paraformaldehyde in PBS at
4°C and washed in PBS. Nonspecific binding was blocked with 1%
bovine serum albumin-PBS for 15 min. Anti-LC3 antibody (1/100)
was applied overnight at 4°C. After two washes with PBS, sec-
tions were incubated with FITC-conjugated anti-mouse secondary
antibody for 1 h at room temperature. The preparations were exam-
ined under a confocal laser-scanning microscope (Zeiss LSM510
Meta™) fitted with a 405 and 488 krypton/argon laser for simul-
taneous detection of DAPI and FITC fluorescence.

2.2.12. Intracellular reduced glutathione (GSH) measurement
Reduced glutathione measurements were performed as previ-
ously described (Lewicki et al., 2006), with some modifications.
Briefly, cells were dispensed (5 x 10° cells/well) into a 6-well
microplate. Cells were incubated with 25 and 100 p.g/mL of NP/ERS
for 24 h. Then, cells were washed three times with PBS solution
(pH 7.4), and 1 mL of lysis solution [0.5 M perchloric acid, 0.1 M HCI
and 2 mM EDTA] was added to cells. In order to remove the pre-
cipitated protein, cell lysates were centrifuged at 10,000 x g at 4°C

Fig. 1. SEM observation of NP/ERS nanoparticles.

for 15min. 60 pL of supernatant, 120 pL of borate buffer (0.4 M,
pH 9.2) and 20 p.L of naphthalene-2,3- dicarboxyaldehyde (NDA)
solution in ethanol were mixed in a 96-black well microplate and
incubated in the dark at 4 °C for 25 min. Fluorescence intensity was
then measured at 485-nm excitation and 528-nm emission using
a microplate reader (Biotek Synergy). Results were expressed as
nmol of GSH per mg of protein. Total protein quantity in cell lysate
was determined by the Lowry method (Lowry et al., 1951).

2.2.13. Intracellular ROS measurement

The production of intracellular reactive oxygen species (ROS)
was measured using an oxidation-sensitive fluorescent probe, 2/,7'-
dichlorofluorescin diacetate (DCFH,-DA) (Wang and Joseph, 1999).
DCFH,-DA passively enters the cell where it reacts with ROS to
form a highly fluorescent compound, namely the dichlorofluores-
cein (DCF). Briefly, cells were dispensed (5 x 10° cells/well) into a
6-well microplate. Cells were exposed to 25 and 100 pg/mL for 24 h
of NP/ERS. Lipopolysaccharide (LPS) was used as a positive con-
trol of ROS production (1 pg/mL for 24 h). Cells were washed three
times with PBS solution (pH 7.4), resuspended in 1mL of 4 uM
DCFH,-DA solution and incubated for 40 min at 37 °C. Cells were
lysed using a lysis buffer (0.5 M Tris-HCl, 1.5 M Nacl, 3.5 mM SDS,
16 mM Triton X-100 and 1x protease inhibitor cocktail). The con-
version of DCFH to the fluorescent product (DCF) was measured
using a microplate reader (Biotek Synergy) with 485-nm excitation
and 528-nm emission. ROS production was quantified from a DCF
standard curve and results were expressed as DCF concentration
(nM).

2.2.14. Statistical and data analysis

Microarray data and statistics were analyzed using GeneSpring
GX10 software. Regarding qRT-PCR and array results, genes which
showed more than a 2-fold or less than 0.5-fold intensity as
compared to control, were considered respectively as up- or down-
regulated (Lin et al., 2003). In our study, the differences between
the control and the experimental group were evaluated with the
one-paired t-test. p-Values <0.01 were considered as significant.

3. Results
3.1. Nanoparticle characterization

NP/ERS nanoparticles were positively charged (+40.6 £5mV)
owing to the quaternary ammonium groups of the polycationic
ERS polymer. In addition, these nanoparticles had a mean nomi-
nal diameter value of 54.2 + 6 nm and a weak polydispersity index
(0.5 £ 0.04). Particle size results obtained by Zetasizer™ were com-
parable to those measured by SEM analysis (Fig. 1).
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Endocytosis

Fig. 2. Nanoparticle uptake by NR8383 macrophages. Macrophages exposed for 2 h to nanoparticles at a final concentration of 25 pg/mL (a) and 15 pwg/mL (b and c). Arrows
indicate internalized nanoparticles (a).

Mitochondria
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Fig. 3. Mitochondria are the intracellular target of NP/ERS nanoparticles. (a) Macrophages exposed to 15 pwg/mL of nanoparticles for 1h. Arrows indicate internalized
nanoparticles into the cells and present on the border or inside the mitochondria. (b and c) Particle in an endosome and disorganization of cristae structure of mitochondria,
cells were treated with 15 and 50 pg/mL of NP/ERS for 1 and 6 h, respectively. (d) and (e) Western blotting: (d) time-dependent down regulation of OPA1, (e) effect of
nanoparticle concentration on the down regulation of NfkB (loading control is stained with Red Ponceau).
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Autophagy

100 pg/mL of NP/ERS-

b c DNA LC3-I1

0 4 10 (h)

LC3-II Control
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Fig. 4. Autophagy induced by NP/ERS particles. (a) Cells exposed to 50 pg/mL of nanoparticles for 6 h. Arrows indicate accumulation of double- and multi-membrane
phagophores as well as lamellar autophagosomes. Note the dense aspect of mitochondria. (b) LC3-II protein levels obtained by Western blotting. No LC3-II protein was
evidenced in control cells. Cells were exposed to 100 wg/mL of nanoparticles for 4 and 10 h, respectively. a-Tubulin was used as loading control. (c) In vitro accumulation
of LC3-positive vesicles in NR8383 cells treated with NP/ERS observed by confocal fluorescence microscopy. Arrows indicate LC3-positive vesicles (green fluorescence). The
blue fluorescence corresponds to DNA (stained with DAPI). (For interpretation of the references to color in the figure caption, the reader is referred to the web version of the

article.)

3.2. TEM observations

Uptake of particles occurred in NR8383 macrophages uponincu-
bation for 2 h with nanoparticles at a final concentration of 15 and
25 pg/mL. The particles were inside endosomes, free in the cyto-
plasm (Fig. 2a—c) or in contact with mitochondria. Some particles
were inside those organelles, associated to their inner membrane
(Fig. 3a). Alteration in the structure of mitochondria and disorgani-
zation of the cristae were also noted (Fig. 3b and c). When exposed
to higher doses, namely 50 p.g/mL for 6 h, cells displayed additional

Table 2

modifications characteristic of autophagy such as phagophore and
autophagosome formation (Fig. 4a).

3.3. Microarray result analysis

Cells exposed to 25 pg/mL or 100 pwg/mL nanoparticles had 56
and 427 transcripts significantly and differentially expressed as
compared to unexposed cells. Several down or up regulated genes
were associated with autophagy, G-protein signaling pathway, apo-
ptosis and oxidative stress (Table 2). The effect was dose dependent

Incidence of nanoparticles on gene expression as measured by microarray analysis. Only genes showing a significant up or down regulation are noted (p <0.01).

Approved gene symbol

Fold change in gene expression 4+ SD HUGO approved gene name

25 pg/mL 100 pg/mL
G02:0006915, apoptosis pdcd4 —2.46+0.08 -4.16 + 0.09 Programmed cell death 4 (neoplastic
transformation inhibitor)
bcl2l13 - -2.18 +£ 0.05 BCL2-like 13 (apoptosis facilitator)
bfar - -2.13 £ 0.04 Bifunctional apoptosis regulator
casp8 - —2.00 + 0.03 Caspase 8
rtkn - +2.08 + 0.07 Rhotekin
opal - -2.23 £ 0.03 Optic atrophy 1 (autosomal dominant)
tnfrsf5 - +2.26 + 0.09 Tumor necrosis factor receptor
superfamily, member 5
tnf - —2.53 +£ 0.06 Tumor necrosis factor (tnf superfamily,
member 2)
G0:0007165, signal transduction arhgap22 - +2.07 £ 0.8 Rho GTPase activating protein 22
rhov - +2.17 £ 0.05 ras homolog gene family, member V
G0:0003824, catalytic activity atg16l1 - +2.30 £ 0.03 atg16 autophagy related 16-like 1
G0:0001664, G-protein coupled receptor binding apln - +2.20 £+ 0.09 Apelin
G0:0003700, transcription factor activity nficb2 - -2.61 + 0.04 Nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B-cells 2
(p49/p100)
GO: response to oxidative stress gcle - +2.53 £+ 0.04 Rattus norvegicus glutamate-cysteine

ligase, catalytic subunit

2 Gene ontology terms.
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Incidence of nanoparticles on gene expression as measured by RT-qPCR (p < 0.01).

Approved gene symbol Fold change + SD
NP/ERS (25 pg/mL) NP/ERS (100 g/mL)

pdcd4 -1.22 + 0.07 —2.10 £ 0.08
bcl2 -1.29 + 0.06 —-2.00 + 0.05
casp8 —0.85 + 0.04 —-1.90 + 0.03
opal —-1.35 £ 0.05 —2.45 + 0.04
tnf —1.00 + 0.02 —1.80 + 0.08
nficb2 -1.76 + 0.07 —2.28 £ 0.05
atg16l1 +19.20 + 0.92 +17.45 + 0.68
ncf1 +4.78 + 0.14 +9.82 £ 0.29

— and + indicate under- and up-expression, respectively as compared to untreated
cells.

and more pronounced in 100 pg/mL treated cells. The exposure of
cells to nanoparticles at a concentration of 100 pwg/mL resulted in
the down regulation of the opal gene, of the two anti-apoptotic
genes bcl2113 and nfkb2 and of the bifunctional apoptosis regula-
tor (bfar) as well as of the pro-apototic genes casp8 and pdcd4. On
the contrary, the tnfrsf5 genes (TNF receptor superfamily member
5 and cd40), the anti-apoptotic genes [rhov and arhgap22 (a rho
GTPase activating protein), rtkn (the rho effector rhotekin) and apin
(apelin related to G-proteins)] as well as atg16l1 a pro-autophagic
gene encoding for a protein belonging to a large protein complex
necessary for autophagy (Saitoh et al., 2008), were up regulated.
The gene of the glutamate-cysteine ligase (a key gene in the glu-
tathione homeostasis) catalytic subunit (gclc) was also up regulated
in cells treated with 100 pg/mL NP/ERS (Table 2).

3.4. qRT-PCR

qRT-PCR confirmed the microarray data indicating a down-
expression of opal, bcl2113, pdcd4, casp8, tnfand nfkb2in 100 pwg/mL
particle-treated cells (Table 3). Our results showed also a significant
up regulation of atg16l1 in cells treated with 25 and 100 p.g/mL of
NP/ERS (Table 3). Additionally, a dose-dependent up regulation of
ncfl (neutrophil cytosolic factor 1), an O,*~ generating enzyme,
was evidenced (Table 3)

3.5. Western blot

Western blot showed a time- and dose-dependent decrease of
OPA1 and NFkB protein content in cells exposed to 100 p.g/mL NP
(Fig. 3d and e). In agreement with up regulation of the autophagy
atg16l1 gene, above reported, the conversion of microtubule-
associated protein 1 light chain 3 (LC3) into the LC3-II isoform,
a common autophagy marker (Asanuma et al., 2003), was also
detected in nanoparticle exposed cells (Fig. 4b). Additionally, no
poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) protein fragmentation was
detected in the NP/ERS-treated cells whatever the nanoparticle
concentration (data not shown).

3.6. Immunofluorescence assay

Treatment of NR8383 with NP/ERS at a final concentration of 25,
50 and 100 p.g/mL for 4 h induced a dose-dependent accumulation
of LC3-positive vesicles (Fig. 4c).

3.7. Intracellular GSH

Our data showed a significant decrease of intracellular reduced
GSH (~52%) in cells treated with the higher concentration of
NP/ERS, 100 p.g/mL for 24 h, as compared to control (Fig. 5).
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Fig. 5. The decrease of intracellular reduced GSH level in NR8383 cells exposed to
25 and 100 pg/mL of NP/ERS for 24 h. Data were expressed as nmol of GSH per mg
of protein. Dagger indicates a significant difference at p <0.01.
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Fig. 6. Intracellular ROS level increase in NR8383 cells after a 24h exposure to
NP/ERS. LPS (1 pg/mL) is used as a ROS inducer. Dagger indicates a significant dif-
ference at p <0.01.

3.8. ROS production

Assignificant increase of ROS production ratio, expressed by DCF
concentration (nM), was evidenced in cells incubated with 25 (~1.9
times) and 100 pg/mL (~2.1 times) of NP/ERS for 24 h as compared
to unexposed cells (Fig. 6).

4. Discussion

4.1. NP/ERS uptake by NR8383 macrophages and mitochondria
targeting

It has been reported that endocytosis pathway plays a funda-
mental role in a wide range of cellular function; in particular it
affects the functions of mitochondria (Polo and Di Fiore, 2006).
Uptake of particles by endocytosis depends primarily on their size
and ionic charge (Xia et al., 2006). It has been documented that
cationic and small diameter nanoparticles, such as 60 nm NH;-
labeled nanospheres, are internalized into the cells and gain access
to cellular organelles and may damage mitochondria. On the con-
trary, anionic and larger nanoparticles of 200 nm diameter do not
(Xiaetal., 2006, 2008). In addition, it has been reported that single-
walled carbon nanotubes (SWCNTs), which are known to induce
cytotoxicity, target the mitochondria (Yang et al., 2010). In line with
these evidences, in our study we observed numerous NP/ERS in the
vicinity of the inner mitochondria membrane. Among the genes
responsible of mitochondria functions, opal gene plays a major role
in the maintenance of the mitochondrial network morphology and
dynamics and in the regulation of the signal pathways of cellular
death (Chen et al., 2003). In fact, opal was reported to play this
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role along with mfn1 and mfn2 genes, of which respective products
mitofusinl and 2, are mediators of mitochondrial fusion. In reti-
nal ganglial cells, a down regulation of opal has been reported to
promote the aggregation of the mitochondrial network and to alter
the structure of the mitochondrial inner membrane (Kamei et al.,
2005). In particular the disorganization of the cristae, the release
of cytochrome c and the induction of intrinsic apoptosis has been
observed (Arnoult et al., 2005; Olichon et al., 2003). In our study,
opal down regulation as well as electron microscopy observations
suggest that NP/ERS cytotoxicity in macrophages is triggered by
their effect on mitochondria. However, it is difficult to determine
whether nanoparticles induce the mitochondrial decay by altering
gene expression or by a mechanical impairment, e.g. by abolishing
transmembrane proton gradient.

4.2. Oxidative stress induction by ERS nanoparticles

Damage to the mitochondrial inner membrane, caused by opal
down expression, increases ROS production that causes further
lysosomal disruption (Arnoult et al., 2005). This disruption could
liberate nanoparticles enclosed in endocytic vesicles which even-
tually reach their target, namely the mitochondria and penetrate
them triggering the autophagy process. These data suggest that
crosstalk between the lysosome and mitochondria could play an
important role in determining cell death type. Intracellular reac-
tive oxygen species (ROS) production as well as oxidative stress
occurs in NP/ERS-treated cells. In fact, by using qRT-PCR assays we
observed the over expression of both ncf1, a gene encoding a sub-
unit of NADPH oxidase (Dika Nguea et al., 2008), and of gclc, one
of the key genes responsible for GSH homeostasis (Dickinson et al.,
2004). In agreement with these data, in NP/ERS-treated cells we
evidenced a significant decrease of the cellular concentration of
reduced glutathione (GSH) and an increase of ROS production.

4.3. Apoptosis inhibition by NP/ERS

Treatment of NR8383 cells with NP/ERS nanoparticles does not
induce apoptotic cellular death. In our previous work, we have
shown the absence of apoptotic processes that was ascertained
by the facts that neither the poly(ADP-ribose) polymerase (PARP)
fragmentation nor the formation of DNA laddering was observed.
However, histochemical assays indicate the activation of caspase
3 and caspase 7 (Eidi et al., 2010). Although many reports indi-
cate that tnf expression was elevated by nanoparticle treatment
(Chen et al., 2006; Minematsu et al., 2007), there are contradic-
tory data on its expression due to the use of different experimental
cell models (Niu et al., 2007). TNF receptor superfamily member 5
(tnfrsf5), known as a potent inhibitor of nfkb2 gene expression in
dendritic cells (Mann et al., 2002) affecting the extrinsic apoptosis
pathway (Wallach etal., 1997), was up regulated in our experiment.
It has been proved also that tnf is able to induce extrinsic apopto-
sis through the casp8 activation pathway that was under expressed
in our study (Bhattacharyya et al., 2010). Evidence of suppression
of the cellular signaling pathway leading to extrinsic apoptosis was
obtained in our study by the down regulation of proapoptotic genes,
e.g. pdcd4 (Vikhreva et al., 2010), casp8 and bcl2L13 (Talotta et al.,
2009). Furthermore, genes involved in extrinsic apoptosis inhibi-
tion were up regulated like rhov, arhgap22, rtkn and apin. Those
data are not in favor of an underlying extrinsic apoptosis process
triggered by nanoparticles and we explored further the intrinsic
apoptosis. In fact, a possible activation of intrinsic apoptosis is sup-
ported by microarray and qRT-PCR assays which show the down
regulation of opal, nfkb2, bcl2. Indeed, some reports have indi-
cated that nfkb2 induced bcl2 expression and promoted cell survival
(Oberdorster et al., 2005; Viatour et al., 2003). Furthermore, the
bifunctional apoptosis regulator (bfar), an inhibitor of BAX-induced

apoptosis (Zhang et al., 2000), was down-regulated in our exper-
iment. Interestingly, our data showed that neither extrinsic nor
intrinsic apoptotic cell death pathways are activated in NR/ERS-
treated cells. Instead NR/ERS seem to lead the cells toward the
autophagic cell death.

4.4. ERS nanoparticles induce autophagy

An inverse relationship between the activation of the genes
involved in the apoptosis and those involved in the autophagy,
which may corresponds to a switch from apoptosis to autophagy,
has been described (Luo and Rubinsztein, 2007; Shimizu et al.,
2004). In particular a decrease in the expression of the apoptotic
bcl family genes and the activation of the autophagic atg family
genes has been reported. In our system we observe a decreased
expression of bcl2, an efficient autophagy inhibitor (Sasi et al.,
2009) and an over expression of atgi6l1 as well as the conver-
sion of the microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3)
into the LC3-II isoform, a common marker of autophagy (Asanuma
et al,, 2003). Moreover, we report the down regulation of proau-
tophagic gene, namely casp8 that was reported to induce autophagy
cell death in U937 macrophages (Yu et al., 2004). Furthermore,
we observed cellular alterations characteristic of autophagic cell
death: phagophores, autophagosomes and “mitophagy”. Such mor-
phological modifications have been described recently in cells
treated with gold nanoparticles (Li et al., 2010), soluble fullerenes
(Yamawaki and Iwai, 2006), viruses (Sir and Ou, 2008), quantum
dots (Seleverstov et al., 2006) and SWCNTs (Yang et al., 2010).
Through autophagy, cells not only recycle intracellular components
and compensate for nutrient deprivation but also they elimi-
nate selectively damaged organelles/proteins and maintain cellular
homeostasis. Non-selective autophagy degrades all organelles and
long-lived proteins to provide the energy required for cell survival.
By contrast, mitophagy selectively eliminates mitochondria to reg-
ulate their number as well as to remove specifically the damaged
ones (Youle and Narendra, 2011). Our results demonstrate that
NP/ERS-mediated cell toxicity occurs via organelle, notably mito-
chondrion, autophagy which amplifies a physiological process. In a
future work, it would be interesting to study the cytotoxicity and
cell morphological modifications occurring after longer exposure
of macrophages with lower doses.

5. Conclusion

Nanotechnology has attracted increasing interest among almost
all fields of research. Notable improvements in our knowledge
about metallic nano-objects or carbon nanotubes toxicity and
their influence on the expression of genes and the impairment
of the oxidant/antioxidant cellular balance have been obtained.
Nevertheless, data on the toxicity of drug delivery nanoparticles
remain extremely scarce. To the best of our knowledge, this arti-
cle is the first to report that polymeric nanoparticles designed for
drug delivery, upon their enclosure into macrophages by endocy-
tosis, are able to cross the mitochondrial membranes and enter
inside these organelles. This process induces a cascade of events
such as the unbalance of the oxidant/antioxidant homeostasis and
the modification of the expression of genes and proteins, espe-
cially those implied in macrophages activation and autophagy. As
a consequence, a mitochondrial decay through phagophore and
autophagosome formation and eventually mitophagy occurs. How
immune cells deal with nanoparticles is an interesting issue as
this process presents some analogy with viral infections. Further-
more, the identification of the early cellular markers described and
discussed in this article may serve as a conceptual scaffold for
designing experiments for a better understanding of the cellular
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toxicity of loaded and unloaded nanoparticles. The evaluation of
cytotoxic effects in term of autophagy is a rather new concept but
it should be investigated for every type of carrier to be used for
drug delivery. As we have used a model of rat macrophages, human
derived cell lines as well as in vivo models should be also tested to
confirm these results.
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4. Travaux complémentaires, non publiées

4.1. Les controles utilisés dans les tests de toxicité des NPs

Pour 1’évaluation de la cytotoxicité de NPs (par le test de MTT et ceux de BT), nous avons
utilis¢ comme controle positif de cytotoxicité, les particules de quartz ou DQI2 a des
concentrations de 25 a 400 ug/mL. La solution d’HBPM (5000 UI), le tampon pluronic (0.5
%) et le PVA (0.1 %), utilisés pour préparer les NPs sont dénués de toxicité aux
concentrations utilisées dans les différentes formulations Par contre, la toxicité des particules
de DQI12 est dose-dépendante [146].

4.2. Influence de la masse molaire du polymére sur la cytotoxicité des NPs

4.2.1. Matériel et méthodes

Nous avons comparé¢ la cytotoxicité des NPs obtenues par deux types de PCL,
commercialisées : PCL1000 (masse moléculaire nominale = 10000 daltons) [24980-41-3,
Sigma-Aldrich] et NPs de PCL6000 (masse moléculaire nominale = 60000 daltons) [24980-
41-4, Sigma-Aldrich]. Les macrophages NR8383 sont incubés 24 h avec 100 ng/mL des deux
types de NPs (PCL 10000 et PCL 60000), chargées ou non avec de ’HBPM et préparées
selon deux méthodes (NP et DE). La viabilité cellulaire a été évaluée par le test au MTT et au
bleu Trypan.

4.2.2. Résultats

Nos résultats confirment les données de la viabilité cellulaire de 1’article 1. Avec le test au
MTT les NPs, chargées ou non avec I’HBPM, de PCL60000 sont plus toxiques (~ -22 %) que

celles de PCL10000 (Figure 15).
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Figure 15 : Effet de la masse moléculaire du polymeére sur la viabilité mesurée par le test au MTT. Les
cellules sont incubées 24 h avec 50 ug/mL de NP/ERS préparées a partir de deux types de PCL

(10000 et 60000). +: Différence statistiquement significative au seuil de 0,01 (n=12).

Par contre, avec le test au bleu Trypan, cet effet de la masse molaire du polymeére n’est pas
retrouvé avec les NPs de PCL préparées par DE (Figure 16). La masse molaire des NPs de
PCL n’a pas d’effet sur la viabilité cellulaire quand elles sont préparées par NP (Figure 16) et
le niveau de cytotoxicité est identique quelque soit la formulation. Cependant, les NPs de
PCL10000 préparées par DE ne sont pas cytotoxiques a la concentration de 50 pg/mL apres

24 h a la différence des NPs de PCL60000.
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Figure 16 : Effet de la masse molaire du polymére sur la viabilité mesurée par le test de BT. Les
cellules sont incubées 24 h avec 50 pg/mL de NP/ERS™ préparées a partir de deux types de PCL

(10000 et 60000). +: Différence statistiquement significative au seuil de 0,01 (n=12).

4.3. Les effets de doses subtoxiques de NPs du PCL sur la prolifération des macrophages
4.3.1. Matériels et méthodes

Nous avons évalué la toxicité de 0,01, 0,1, 1 et 10 pg/mL de NPs de PCL préparé par NP et
DE chargées (+) ou pas (-) avec de ’HBPM sur les cellules NR8383 en utilisant le test au
MTT. Les particules de DQ12 ont servi de contrdle positif (200 ug/mL / 24 h).

Pour évaluer ’effet des NPs sur la prolifération des NR8383, a été évaluée avec la trousse
Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) (Roche, France). Apres 24 h d’incubation avec
les différentes concentrations subtoxiques de NPs de PCL (0,1, a 10 pg/mL), les cellules sont
traitées avec du BrdU (10 umol/L pendant 18 h). Apres avoir retiré le milieu de marquage, les
cellules sont fixées et 'ADN est dénaturé en ajoutant le tampon FixDenat®. Ensuite,
I'anticorps anti-BrdU est ajouté (Figure 17). La réaction est quantifié¢e en mesurant
I'absorbance a 370 nm (spectrophotometre Model 3550-UV, Bio-Rad, Marnes-la-Coquette,

France).
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Figure 17 : Principe du test du BrdU (Cell Proliferation ELISA, BrdU)



4.3.2. Résultats

Des doses non toxiques de 0.1, 1 et 10 pg/mL de NPs sont utilisées pour 1’étude de

prolifération (Figure 18).
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Figure 18 : La viabilité cellulaire mesurée par le test au MTT. Les cellules sont incubées 24 h avec les
différentes doses de NPs de PCL. DQI12: cellules traitées avec le quartz (200 ug/mL/ 24 h). C:

controdle (cellules non traitées). +: Différence statistiquement significative au seuil de 0,01 (n = 12).

Les doses subtoxiques de NPs de PCL ont un effet prolifératif sur les macrophages NR8383
en comparaison avec les contréles. L’augmentation du taux de prolifération des cellules
traitées avec les NPs varie, selon la méthode de préparation des NPs et leur dose, du 15 a 24
% (Figure 19). La dose de 10 pg/mL de DE/PCL" apparait comme ayant 1’activité la plus

proliférative (~ +24 %) ; en revanche, celle de 0,1 ug/mL de NP/PCL" et de NP/PCL" n’a

aucun effet.
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Figure 19 : Effet de NPs de PCL sur la prolifération des NR8383.

Les cellules sont incubées avec différentes doses de NPs pendant 24 h.

(c): cellules témoins non traitées, la prolifération est considérée comme étant 100 %.

DQ12: cellules incubées avec 200 pg/mL de particules de quartz agent toxique et inhibiteur de la
prolifération cellulaire.

+ et — correspondent respectivement aux particules chargé ou non avec ’HBPM, +: Diftférence
statistiquement significative au seuil de 0,05 (n = 12).

4.4. Internalisation des NP/ERS" par les macrophages NR8383

La microscopie électronique a transmission montre I’internalisation des NP/ERS™ par
endocytose dépendante de la clathrine (dépot sous membranaire au niveau de la particule)
(Figure 20). Les NPs pourraient donc étre reconnues par des récepteurs membranaires mais il
reste a déterminer si cette reconnaissance est spécifique. La MEB montre une activation des
macrophages en présence de NPS avec émission de pseudopodes ainsi qu’une interaction avec

les NPs étape préliminaire a I’internalisation (Figure 21).
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Figure 20 : Endocytose clathrine-dépendante des NP/ERS- par les macrophages NR8383.
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Figure 21 : Aspect au MEB des macrophages, traitées avec 25 pg/mL de NP/ERS".a 6 h, Activation
des macrophages par émission de pseudopodes et de voiles cytoplasmiques absents des cellules
témoins.
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DISCUSSION GENERALE, PERSPECTIVES ET

CONCLUSION

La cytotoxicité masse moléculaire—dépendante vis-a-vis des macrophages NR8383 des deux
types de NPs de PCL montrée par le test au MTT rejoint les résultats d’Unger et coll. [147].
Cependant, cette cytotoxicité, évaluée avec le bleu Trypan, n’est pas retrouvée avec les NPs
préparées par nanoprécipitation (NP). Cette divergence peut étre liée a plusieurs facteurs ; i :
les tests de cytotoxicité, MTT et bleu Trypan évaluent différents « endpoints »,
respectivement [’activité enzymatique mitochondriale et 1’intégrité membranaire ; ii: le
colorant utilisé, surtout le MTT, peut interagir avec les NPs et en modifier les propriétés de,
en particulier de surface; iii : les mitochondries, probablement la cible intracellulaire des NPs
de PCL préparées par la méthode de NP (comme NP/ERS") voient leur activité affectée. Ceci
justifie ’utilisation de plusieurs tests de viabilité pour évaluer la nanotoxicité in vitro.

Les études de nanotoxicité ont consisté majoritairement a mesurer la toxicité aigiie des NPs a
des doses relativement élevées. Or, il est nécessaire d'évaluer l'effet de faibles doses de
particules non biodégradables, qui du fait d'une exposition chronique pourrait se traduire par
une accumulation dans les organes cibles et atteindre ainsi un seuil toxique. Par exemple, une
augmentation significative de la prolifération de cellules HepG2 a été observée du fait d'un
traitement avec des doses non toxiques de NPs d'argent [97].

L’ICsg est le marqueur de cytotoxicité le plus utilisé. Parmi les facteurs potentiellement li¢ a la
cytotoxicité, la surface spécifique (Agpec) des NPs apparait un important déterminant [26]. Par
conséquent, nous avons intégré ces deux valeurs dans un nouvel indice de nanotoxicité que

nous proposons :

AICnano = Aspec x ICS(]-
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Avec AlC,an, = indice de nanocytotoxicité, Age = surface spécifique, ICso= concentration
provoquant 50 % d’inhibition de viabilité.

Cet indice permet une comparaison plus aisée des cytotoxicités de NPs de différentes tailles
[28]. Plus cet indice est faible, plus la particule est toxique.

Pour une méme composition, la méthode de préparation des NPs affecte leur cytotoxicité.
Ainsi pour Delie et coll. [148] et Gargouri et coll. [32]. Les NPs préparées par la technique
DE ¢étaient moins cytotoxiques que celles obtenues par NP. Cela pourrait s'expliquer par la
plus petite taille des NPs préparées par NP. Par contre, pour Sun et coll. [149] les NPs
micellaires cationiques biodégradables préparées par NP sont dénuées de toxicité pour les
cellules HEK293, méme a forte concentration. Cette différence pourrait provenir des
conditions expérimentales (principe actif utilisé : ’HBPM, caractéristiques physico-chimiques
des NPs, nature du polymere et lignée cellulaire utilisée) [150, 151]. De méme, les NPs
d’ERS produites par émulsion (huile/eau) -évaporation du solvant ont une faible toxicité sur la
lignée Caco-2 [152] et Gargouri et coll. ont montré que la toxicit¢ des NPs d’ERS vides
préparée par NP ou DE était fonction du type de cellule [32]. Donc, la lignée cellulaire
utilisée pour ces études de cytotoxicité doit également étre prise en compte [26].

La lignée de macrophages de rat NR8383 a été utilisée comme modele in vitro pour évaluer la
cytotoxicité de NPs. En effet les macrophages font partie du systéme de défense de premiére
ligne et sont couramment utilisés pour les études de cytotoxicité in vitro. Cependant,
I’utilisation de cellules d’origine animale, en lignée continue, peut étre discutable, car les
résultats obtenus ne sont pas forcément extrapolables a I’homme. Les mémes expériences
devront étre répétées sur des macrophages humains de primo-explantation.

Peu d'études ont été consacrées a la toxicité de nanovecteurs polymériques de PCL. Le PCL
n’est pas cytotoxique méme a une concentration de 100 pg/mL [153], par contre, une dose de
10 pg/mL d’une préparation de NPs de PCL préparée par une simple émulsion (huile/eau)

s’est révélée cytotoxique. [131]. En revanche, les NPs de PCL semblent stimuler la
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prolifération des macrophages a des doses subtoxiques comme cela a été sur des cellules
mésenchymateuses humaines avec ce polymere [154]. Les mécanismes mis en jeu restent
pour le moment non €lucidés.

Les NPs cationiques telles que I’ERS pourraient affecter la viabilité cellulaire par leur charge
positive en interagissant avec une membrane cellulaire chargée négativement [155]. Ainsi,
Verma et coll. [29] ont démontré que, que soit leur type, les particules cationiques pénétrent
plus facilement les membranes cellulaires ce qui facilite 1'expression de leur cytotoxicité et
leur action sur les mitochondries. Ces données ont été confirmées dans notre étude, avec les
NPs d’ERS, par la mesure de la viabilité cellulaire et la MET.

La morphologie du réseau mitochondrial, qui est affecté par NP/ERS’", dépend de 1’équilibre
entre fusion et fragmentation [156-158]. Les NPs perturbent la dynamique mitochondriale et
l'expression des genes qui la régulent. La balance fusion/fragmentation mitochondriale est
contrdlée par des protéines comme Opal, Mfnl et Mfn2 qui gérent la fusion; tandis que Drpl,
Fisl et Mtp18 controlent la fragmentation (Figure 22). Opal a un rdle clé dans le maintien de
I’intégrité de la membrane mitochondriale et de sa structure de créte ou cristae [158, 159]

(Figure 22 et 23).
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Figure 22 : Topologie des protéines impliquées dans la dynamique mitochondriale chez les
Mammiferes.

Mitofusins (Mfn) et Fisl [fission I (mitochondrial outer membrane protein) homolog (S. cerevisiae)|
sont situées dans la membrane externe de mitochondrie.

Drpl (dynamin-related protein 1) est en général cytosolique et se localise dans la membrane
mitochondriale externe gérant la fragmentation mitochondriale.

Opal est située dans l'espace intermembranaire des mitochondries sous forme soluble (forme courte, s-
Opal) ou associée a la membrane mitochondriale interne (forme longue, 1-Opal, contenant le domaine
transmembranaire,). L'interaction entre ces deux formes pourraient controler la morphologie de la
membrane interne de mitochondrie (d’apres Liesa et coll. [159]).

La sous régulation d’opal, qui bloque la fusion des mitochondries, réduit la respiration
mitochondriale et induit la diminution du potentiel mitochondrial transmembranaire. Ce géne
joue aussi un réle majeur dans le maintien de la morphologie du réseau et la dynamique
mitochondriale, puisque sa sous-expression favorise la fragmentation du réseau
mitochondrial, ainsi que dans la régulation des voies de mort cellulaire via I’autophagie.
(Figure 1, article III ; Figure 23). En effet, la sous-régulation d’opal favorise 'agrégation du

réseau mitochondrial dans les cellules ganglionnaires rétinienne et la modification de la
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structure de la membrane mitochondriale interne avec une désorganisation des crétes et la
libération du cytochrome ¢ ce qui induit 'apoptose intrinséque ou mitochondriale. De méme,
la régulation d’opal affecte la fusion des mitochondries contrdlant leur €élimination par
autophagie [159]. Les NPs pourraient agit en empéchant le fonctionnement d’opal et

favoriser ainsi la fragmentation des mitochondries.

+ FISSION - FUSION
DRP1 MFN1 (KO)
FIS1 MFN2 (KO, mutants)
MTP18 OPA1 (KO, mutants, proteolysi et NPs)
CcccrP
BALANCED DYNAMICS
MFN1 DRP1 (K38A)
MFN2 FIS1 (siRNA)
OPA1 MTP18 (siRNA)
+ FUSION - FISSION

Figure 23 : La morphologie mitochondriale dépend en partie d'un équilibre entre les processus de
fusion et de fragmentation contrdlé par les protéines mitochondriales (modifié d’aprés Liesa et coll.
[159]).

Ainsi, nous proposons comme biomarqueur de nanotoxicité 1’évaluation de la balance
fusion/fragmentation mitochondriale (Figure 24). Or, il n’existe pas a ce jour de méthode
permettant [’évaluation de cette balance [159]. Cependant, une mesure indirecte de la
dynamique mitochondriale serait la mesure de 1’expression des geénes impliqués comme opal,

mfnl, mfn2, drpl et fisl. Par ailleurs, 1’utilisation du biomarqueur fusion/fragmentation
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mitochondriale permettrait également d’améliorer la compréhension et le diagnostic de
plusieurs atteintes associées a une perturbation de la dynamiques mitochondriale tels que
l'obésité, le diabete de type 1 ou 2 et les maladies de Parkinson et d'Alzheimer [159]. Si cette
implication dans les maladies complexes est confirmée, le ciblage de protéines

mitochondriales pourrait représenter une nouvelle opportunité thérapeutique.

Autophagie

Eidiet coll., 2011

Figure 24 : La balance fusion/fragmentation mitochondriale et le role de la sous-expression de 1’opa-1
favorisant cette balance vers la fragmentation et induisant 1’autophagie.

Il existe une balance entre les niveaux d’expression des genes impliqués dans l'apoptose et
ceux de l'autophagie. Par exemple, a une diminution de l'expression des genes pro-
apoptotiques de la famille bc/ correspond une activation des génes pro-autophagiques atg
[160, 161]. En plus de la fragmentation mitochondriale, la sous régulation d’opal favorise la
mort cellulaire via 'apoptose faisant de ce géne un geéne anti-apoptotique et un lien entre
dynamique mitochondriale et apoptose [158]. En effet, la surexpression d’opal protége les

cellules contre 1'apoptose intrinséque en inhibant la libération du cytochrome c.
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L’autophagie non sélective dégrade les organelles et les protéines pour fournir I'énergie
nécessaire a la survie de la cellule. La mitophagie est un mécanisme d'élimination sélective
des mitochondries pour réguler leur nombre ou éliminer celles qui sont endommagées [162].
Récemment, l'autophagie a été considérée comme une réaction cellulaire a certaines NPs
telles que les fullerénes [163], les NPs d'or [164], les nanotubes & simple paroi [165] et les
quantum dots [166]. Dans cette derniére ¢tude une relation inverse entre la taille de la
particule et l'autophagie a ¢ét¢ mise en évidence. Une analogie a été établie entre les NPs
inertes et certains virus (ex Human (parvovirus) B19 et Simian virus 40, SV40) pro-
autophagiques [167]. Ainsi, on peut émettre I'hypothése que I'autophagie est induite par une
variété de « nano-objets » a condition qu'ils entrent dans les cellules d’une fagon unitaire. Nos
résultats permettent de compléter le schéma de Donaldson (figure 25) en y incluant

I'hypothése d'une activation de l'autophagie par les NPs (Figure 26).

Libération des métaux de
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Sl,,naux cellulaires

Libération de NPs du

phagosome et leur
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/
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Activation de \T_/
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Figure 25 : Mécanisme hypothétique de 1’activité cytotoxique des NPs.
Modifiée d’aprés Oberdorster et coll. [55] et adapté d’aprés Donaldson et coll. [56]. EGFR : récepteurs
du facteur de croissance épithéliale.
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L’autophagie pourrait intervenir dans les mécanismes antitumoraux, en limitant la
prolifération et I’instabilité chromosomique des cellules, en prévenant 1’inflammation ou en
provoquant la mort cellulaire suite au traitement des cellules tumorales par des agents
anticancéreux. Mais elle pourrait aussi étre un mécanisme promoteur de tumeur en permettant
la survie des cellules cancéreuses en réponse au stress métabolique induit par la prolifération
cellulaire ou ces mémes agents anticancéreux (Figure 26). Des études complémentaires seront
nécessaires afin de déterminer si 1’autophagie induite par les NPs aurait un effet anti- ou pro-

tumoral et la possibilité d’intégrer ces nanovecteurs dans le traitement du cancer.
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Figure 26 : Role de I’autophagie dans la suppression et la progression tumorale.

« Dame autophagie » tient une balance représentant le double role de I’autophagie dans la suppression
et la progression tumorale. Le bandeau qu’elle porte sur les yeux symbolise le manque de
connaissance des facteurs qui influent 1’équilibre des fonctions antitumorales et protumorales de
I’autophagie. (D’aprés Lorin et coll.[168]).
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L'endocytose des NPs/ERS™ et leur pénétration dans la mitochondrie, par un mécanisme
chlatrine-dépendant, que nous avons observée fait de ces organite la cible des NPs comme
cela a été suggéré pour les nanotubes de carbone simple paroi [165]. L'origine de la
souffrance mitochondriale reste a préciser. Elle pourrait étre liée a un simple effet mécanique
des NPs, qui pénétrent a travers les deux membranes de 1’organite, mais elle pourrait aussi
étre la conséquence de la modulation des génes comme opal dont l'expression est modulée
sous l'action des NPs.

Des auteurs suggérent que la sous-expression d’opal provoque une perturbation lysosomale
[60] avec libération des NPs internalisées par endocytose et présentes au sein des
phagolysosomes. La perturbation de la dynamique mitochondriale induite par les NPs a été
considérée comme le facteur responsable de la diminution du potentiel membranaire de la
mitochondrie ainsi que de 1’augmentation de production de ROS [169]. Dans notre étude, un
stress oxydant ainsi que la production de ROS sont observés dans les cellules traitées avec
NP/ERS. Cependant, le role du stress oxydant dans I’autophagie et dans la perturbation de la
balance fusion/fragmentation mitochondriale induites. Notre hypothese sur les conséquences
de I’interaction NPs / macrophages (Figure 27) s’appuie sur le role de I’endocytose, du stress

oxydant et de la souffrance mitochondriale dans la cytotoxicité des NPs.
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Figure 27 : Mécanisme hypothétique de I’interaction NPs / macrophages

Les domaines d’application des NPs sont trés larges, médecine, pharmacie, électronique et
aéronautique notamment. Les progres induits par ces nouvelles technologies se traduisent par
une révolution industrielle. Cependant, ceci se traduit par un manque de conaissances des
effets sur le vivant des NPs. Les avancées technologiques permises par les NPs doivent
bénéficier d’une science toxicologique la plus mécanistique possible, afin d'évaluer
sereinement leur risque potentiel, détachée des pressions médiatiques. En effet ces nouvelles
technologies suscitent beaucoup d’inquiétudes dans la population et c’est le rdle sociétal du
toxicologue de répondre a ces questions. Cette cohabitation entre nanotechnologie et
toxicologie pourra conduire a un bénéfice mutuel, sécurité sanitaire d'un coté et meilleure

compréhension des interactions nanoparticules / Vivant de I’autre.
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Résumeé

L'utilisation de nanoparticules (NPs) comme vecteur de médicaments est actuellement en plein
développement de vectoriser des principes actifs dans I'organisme pour en diminuer les effets
secondaires. Cependant peu d’études portent sur l'activité biologique de ces NPs et plus
particulierement sur leur toxicité intrinséque. Récemment, une formulation orale d’Héparine de
Bas Poids Moléculaire (HBPM) a base de NPs composées d'un mélange de deux polymeres,
polycaprolactone (PCL) et Eudragit® RS (ERS), a été développée au sein de 'EA3452. Nous
avons entrepris d’étudier la cytotoxicité de ces NPs vides ainsi que celles chargées avec le
médicament par deux méthodes d'encapsulation : la nanopréciptation et la double émulsion. La
toxicité observée des NP vides a été étudiée. Elles sont toxiques pour la lignée de macrophages
de rat NR8383 d’une maniére dose dépendante (15 ngiffl) et temps-dépendante (4 — 24 h).

La microscopie électronique a montré que les NPs pénétraient dans la cellule, de facon unitaire,
par endocytose et gagnent les mitochondries déclenchant un phénoméne de mitophagie alors
gu’aucune image évoquant une apoptose n’a été observée. Ceci est confirmé par I'étude des voies
métaboliques par « microchip arrays » et RT-PCR quantitative. Les voies métaboliques
conduisant a l'autophagie sont activées (en particulier le g@yi®1) sans que les apoptoses
intrinseques et extrinséques soient mise en jeu. La désorganisation des structures mitochondriales
est associée a une répression de I'expression du agafe Ces résultats obtenus avec des
cellules d’origine animale doivent étre confirmé sur des macrophages humains. Cependant ils
tendent a montrer que les NPs seules ont des effets biologiques qui doivent étre pris en compte

avant toute utilisation chez I'homme.
Mots clés: Nanoparticules, Vecteurs de médicaments, Mitochondrie, Toxicologie cellulaire, Autophagocytose.

Abstract

Nanoparticles (NPS) are more and more used in medicine, in imaging and as vector for drugs. In
this case, NPs are used to lessen the toxicity of the active product. However, a possible toxicity of
these carriers is seldom taken into account. In the EA3452, low molecular weight heparin
(LMWH)-based NPs have been devised a mix of two polymers, polycaprolactone (PCL) and
Eudragit® RS (ERS). Preliminary works has shown that these NPs preparations, obtained by
either nanopreciptation or double emulsion, are cytotpgicse on a rat macrophage cell line,
NR8383 in a dose-dependent (15 —40mL) and time-dependent (4 — 24 h) manner which was
further investigated. Electron microscopy has shown that NPs enter the cell unitarily by
endocytosis. They enter the mitochondria inducing a phenomenon of mitophagy but no pictures
evocating apoptosis were observed. Then, we have investigated the metabolic pathways using
microchip array and quantitative RT-PCR. The pathways conducting to autophagy are activated
(e.g. geneatgl61) while there is no activation of the pathways conducing to apoptosis. The
alteration of the morphology of the mitochondria was associated to an underexpresgat of
Although these results were obtained with animal cell line, and should be confirmed with human
macrophages, they show that NPs have biological effects that have to be evaluated before their

use in human.
Keywords:Nanoparticles, Drug vectors, Mitochondria, Cellular toxicology, Autophagocytosis.
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