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PREAMBULE

Ce manuscrit présente des travaux effectués damsadee d'une thése de doctorat en biologie
cellulaire et nanomédecine. Ces travaux qui sersita I'interface entre recherche fondamentale et
appliguée, avaient pour objectif d'évaluer le ptwnde nanoparticules polysaccharidiques
cationiques de maltodextrine (§Pcomme vecteurs de molécules dans les voies atspés
humaines. Il s’est agit pour cela de comprendreniésanismes d’interaction des Ndvec les cellules
épithéliales des voies respiratoires, d'évaluer l@xicité sur ces cellules et de caractériser les
meécanismes de délivrance intracellulaire de pregepar ces nanoparticules. Les études présentiées on
été menées sous la direction du Pr Didier BETBERERein du laboratoire EA4483 de I'Institut de
Médecine Préventive et de Recherche ThérapeutilMBRT, IFR-114) de Lille. Elles ont été

possibles grace aux soutiens financiers de la mégard-Pas-de-Calais et de I'université de Lille 2.
Le document se divise en cing parties:

La PARTIE | est une introduction générale situantbntexte scientifique de la thése. Elle présente
notamment les notions de nanotechnologie, nanorm&ec/ectorisation nanoparticulaire et

d’endocytose. Nous y traitons également des ergeientifiques de la vectorisation nanoparticulaire,
et plus particulierement de [l'utilisation des naaigules comme systémes de délivrance de

molécules d'intérét pharmaceutique dans les veiggiratoires.

La PARTIE Il présente une revue bibliographiqueest’un état de I'art montrant, au travers de
plusieurs études scientifiques et applicationgtdiiét de développer les nanoparticules comme

vecteurs de protéines dans les voies respiratoires.

Dans la PARTIE lll, nous présentons les résultatsds travaux. Ces résultats sont présentés sous

forme d’articles publiés ou soumis dans différgotsnaux.

La PARTIE IV est une discussion générale. Nousaitans plus en détail les résultats obtenus et de

leur importance scientifique au vu des différemtesnées de la littérature.

Enfin, dans la PARTIE V nous faisons une conclugjénérale de la thése.
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PARTIE |

INTRODUCTION GENERALE

« Tout grand progrés scientifique est né

d’'une nouvelle audace de I'imagination. »

John Dewey, philosophe américain (1859-1952)

LA VECTORISATION

A la fin du XIX°™ siécle, 'immunologiste et médecin allemand PaliliEh énonca la théorie du
Magic Bullet une balle « magique » capable de transportemidécules chimiques a l'intérieur de
I'organisme, a des concentrations biologiguemetivex sans danger pour le patient, et présentant un
forte affinité pour les sites d’action (Winau et, &004). Ainsi furent posées les premiéres bases d
concept de vectorisation, c'est-a-dire I'ensembteapproches permettant de transporter des matécule
biologiguement actives (entité chimique, peptidetgine, acide nucléique, etc.) jusqu'a leur cible
l'intérieur de I'organisme. La conception d’un veat doit répondre a un grand nombre de défis a la
fois théoriques et pratiques. Tout d’abord, le ectdoit étre biocompatible, c'est-a-dire toléré pa
I'organisme. Il doit transporter une molécule déiréit en quantité biologiquement efficace et avoe u
forte affinité pour les tissus ciblés. Il doit fdmr les barriéres biologiques et protéger la makéc
jusgu’a son site d’action. Enfin, le vecteur netgoésenter aucune toxicité pour I'organisme. Aacel
nous rajouterons qu’un vecteur idéal devra permette libérer le principe actif de maniére
chronobiologique, c’est-a-diren tenant compte de I'état physiologique et dumghbiologique de

I'organisme.

Depuis I'énoncé de la théorie dlagic Bullet les recherches sur la vectorisation ont faittegres
considérables. Aujourd’hui la vectorisation est udéscipline scientifique a part entiere,
pluridisciplinaire, qui offre des possibilités nalies pour I'administration des médicaments. De
nombreux vecteurs sont étudiés en recherche. Usepe étre d’origine biologique tels que des
transporteurs présents dans notre sang (hémogjolijgrotéines), d'origine naturelle mais non
biologique (virus modifiés), ou d’origine synthata(liposomes, nanoparticules). Parmi les straségie
développées, une attention particuliére est patéda conception de vecteurs nanoparticulaires. Le

nanoparticules sont des colloides synthétiquesetite gaille, biocompatibles et capables d'interagi
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avec l'environnement biologique. Leur utilisatiom emédecine et plus particulierement en
vectorisation est en pleine expansion, et laistewoir des résultats prometteurs pour de nombgeuse

applications telles que le diagnostic des malathedelivrance des médicaments et la vaccination.

I NANOPARTICULES, NANOTECHNOLOGIES, NANOMEDECINE

Le mot nanoparticule vient du grec « nano » quiifiggnain, et de particule qui désigne la quantté
plus infime d'un corps. Outre cet aspect étymologigle préfixe nano désigne une échelle de
grandeur de I'ordre du milliardiéme de métre’{10). Conformément & la norme européenne 1SO TC
229, une nanoparticule est un objet qui a unestadmprise entre 1 et 100 nm sur au moins unesle se
dimensions. Ainsi, on désigne par nanoscience awtaahnologie, I'étude et la manipulation de
matériaux aux échelles atomique, moléculaire etromacléculaire, ou les propriétédifférent
significativement de celles a plus grande échalarpeit et al., 2008). Dans un discouféere's
Plenty of Room at the Bottom, an Invitation to ErteNew Field of Physicgrononcé en 1959 a
I’American Physical Society, le Physicien RichamlyRman discutait déja des possibilités immenses
gu’offrent les nanosciences (Feynman, 1960). Egt.dffmergence des nanosciences est une avancée
technologique majeure de ces dernieres décennigsofffe des possibilités nouvelles pour de

nombreuses applications.

Les nanoparticules sont classées en deux catégariédsnction de leur origine: les nanoparticules
naturelles et les nanoparticules anthropiques (jitesl par I’'homme). Les nanoparticules naturelles
sont produites dans la nature sans interventiofhdeme. Nous y retrouvons par exemple, les
cendres volcaniques, les poussiéres ultrafinesyitas, les débris bactériens et les grains despoll
Les nanoparticules anthropiques quant a elles dassées en deux catégories, selon qu’elles soient
produites de fagon intentionnelle ou non. Les nargqles anthropiques non-intentionnelles sont
principalement des débris de combustion issus detiVité humaine. Ce sont par exemple des
nanoparticules de diesel provenant de la combustibpdrocarbures, ou des cendres issues des
combustions ménageéres et industrielles. Les natiopias anthropiques intentionnelles (synthétiques)
sont fabriquées volontairement par 'homme pour ldilisation. En effet, une nanoparticule possede
un ensemble de caractéristiques physicochimiquemment la taille, la charge de surface, la
réactivité, la forme, la porosité ou encore I'hygliobicité. Chacune de ces caractéristiques luiezenf
des propriétés uniques et particulieres (exemplgctivité, résistance, biocompatibilité, magnétisme

propriétés optiques) qui trouvent leurs intérétssdde nombreuses applications (tableau 1).
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Tableau 1: Exemples d'utilisation des nanotechnologs

SECTEURS D’'ACTIVITE EXEMPLES D’APPLICATION

Automobile et aéronautique Matériaux renforcés et Iégers, peintures, additfsr carburant,

pneumatique
Electronique Processeurs miniaturisés, cellules solaires, otelims, jeux électroniques,
et communication écrans plats
Chimie et matériaux Pigment, poudre céramique, catalyseurs multifoncids, textile et

revétement antibactérien, isolation thermique

Pharmaceutique, biomédical, Vectorisation, vaccins mucosaux, implants, médecigénératrice,

biotechnologie appareils miniaturisés de diagnostic

Energie Cellules photovoltaiques, matériaux isolants, biette photosynthése
artificielle

Environnement Purification de I'eau, recyclage, pesticides efilfsants, dépollution,

analyses chimiques

La nanomédecine ou nano-biotechnologie est I'apfidinc des nanosciences a la recherche
biomédicale. Les propriétés particulieres d'intécac des nanoparticules avec le vivant en font des
outils extrémement intéressants pour plusieurs dwaale la recherche fondamentale et clinique, tels
gue la fabrication des biomatériaux, le diagnosagministration de médicaments, la vaccinatian, |
médecine régénératrice, I'imagerie médicale euldipation des biomolécules (Jabbari, 2009). Dans
tous ces domaines l'utilisation des nanopartical@snait un essor croissant et montre des résultats
prometteurs. Dans ce travail, nous nous intéresseptus particulierement au développement des

nanoparticules comme vecteurs de molécules d'inpér@ maceutiques dans I'organisme.
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[I. DEVELOPPEMENT DES NANOPARTICULES COMME SYSTEME DE

DELIVRANCE DE MOLECULES D'INTERET PHARMACEUTIQUE
3.1. Nanoparticules comme vecteurs

L’émergence des nanovecteurs nourrit de nombreyoims pour la recherche médicale. De
nombreuses molécules a potentiel thérapeutique déobuvertes chaque jour dans le monde.
Cependant, une grande partie d’entre elles regtent efficacesn vivo, a cause de nombreuses
contraintes aussi bien techniques que biologigiretabilité, toxicité, immunogénicité, temps de
demi-vie court, métabolisme hépatique, incapacitdraamchir les barrieres biologiques, faible
endocytose...etc. L'utilisation des nanoparticulesrpaient répondre a un objectif fondamental de la
vectorisation qui est d’'améliorer I'efficacité th@eutique des molécules médicamenteuses, tout en
diminuant leurs effets indésirables. En effet,8&dest d’associer la molécule d'intérét a un wecte
colloidal, agissant comme des « transporteurs nétrmues » capable de franchir les barrieres
biologiques, de protéger la molécule transportédeela délivrer sous forme biologiguement active
dans son site d'action. Aujourd’hui de nombreusesdes s'intéressent au développement des
nanovecteurs, et plusieurs médicaments ou ageriptbutiques a base de nanoparticules ont fait leur
apparition sur le marché. Leur nombre va croisgartoncerne plusieurs domaines de la recherche
pharmaceutique : thérapie anticancéreuse, traitewermaladies neurodégénératives, vaccination,

thérapie génique, imagerie cellulaire...etc.

Les premieres nanoparticules ayant obtenu uneisation de mise sur le marché (AMM) sont des
nanoparticules a base d’'oxydes de fer,(zp développées comme agents de contraste en iraageri
par résonance magnétique (IRM) chez I'homme (Borameml998; Sonvico et al., 2005). On y
compte notamment certains produits tels que I'EeiBr(imagerie du cancer du foie, laboratoire
Guerbet), le Feridéx(détection de lésions du foie, AMAG Pharmaceusicde Lumirerfi (imagerie

du tube digestif, laboratoire Guerbet), le Combifiexagerie des ganglions lymphatiques du cancer
de la prostate) et le ResoVis(détection de Iésions du foie, laboratoire SchgrirCe sont des
nanoparticules constituées d'un cceur d'oxyde de darobé par des agents de «coating »
(principalement des dérivés de dextran, siliconeiteaite). Elles ont perdu leur magnétisme, mais
restent tres sensible a I'exposition a un champnéiigue externe (Lawaczeck et al., 2003). En
fonction de leur taille on classe les nanopartew®xyde de fer en deux catégories : les USPION
(Ultrasmall Super Paramagnetic Iron Oxide Nanopag) de taille inférieure & 50nm, et les SPION
(Super Paramagnetic Iron Oxide Nanoparticles) gaspdent une taille supérieure a 50nm. Elles sont
cliniguement intéressantes pour I'imagerie du cadogfoie et des métastases (Di Marco et al., 2007)
De facon générale, les nanoparticules inorganigossedent des caractéristiques d’absorption et de

diffraction de la lumiere qui les rendent intéregea comme agent de contraste en imagerie. En effet
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outre les oxydes de fer, plusieurs types de natiopl®s inorganiques sont développés pour le
diagnostic par imagerie. Citons par exemple lesnQum-dot qui possedent une trés grande stabilité
vis-a-vis de la lumiére, les nanoparticules d'ori gsont biocompatibles et facilement

fonctionnalisables, les nanoparticules de céramiguiesont biocompatibles et trés stables, et les

nanotubes de carbone qui convertissent la lumigserbée en chaleur (Huang et al., 2011).

En thérapie, les nanoparticules apportent égaledenbmbreux espoirs. Les médicaments mis sur le
marché sont de plus en plus nombreux, tels que Widomé (formulation liposomale
d’amphotéricine B, antifongique), le PEG-IntPofinterferon alfa PEGylé associé a la ribavirine,
traitement des infections chroniques de I'hépafitehez I'homme) et le PegaSyétraitement de
I'hépatite chronique C chez des adultes). Un exerihistrant I'apport des nanoparticules est la
thérapie anticancéreuse. Les chimiothérapies ég#isx ce jour sont trés contraignantes pour phssieu
raisons : faible solubilité des drogues, faibleeswlité pour les cellules cancéreuses, faible
perméabilité dans les tissus tumoraux, libératiop tapide, résistance des cellules cancéreuges, fo
toxicité sur les tissus sains (Horcajada et all02@hapira et al., 2011). Pour pallier a ces bk,

de nombreuses formulations utilisant des drogues tmorales (doxorubicine, gencitabine,
praclitaxel, bursufan) associées aux nanoparticdas étudiées. Les études montrent en effet,epie |
nanoparticules sont capables de traverser les tfatieas des néo-vaisseaux pour s’accumuler
massivement dans les tissus tumoraux par un eitfet HPR » (Enhancing Permeation Retention)
(Reddy, 2005; Saha et al., 2010). De plus, cet pHat étre augmenté par le greffage a la surfase d
nanoparticules de polymeres hydrophiles neutresniple PEG), qui empéchent leur captation par le
systéme réticulo-endothélial, augmentant la dumecictulation dans le sang (Wang et al., 2010;
Wang and Thanou, 2010). Par ailleurs, les étudestremt que le ciblage des tumeurs peut étre
ameélioré par I'utilisation de nanoparticules coeglé des anticorps ou des ligands spécifiques des
tissus tumoraux (Torchilin, 2010). Grace a ces neanb travaux, plusieurs formulations
anticancéreuses a base de nanoparticules ont &5 surr la marché ou sont en phase clinique de
développement. Elles permettent d’augmenter lait@xdes drogues sur les cellules cancéreuses, tout
en réduisant significativement les effets indédasitsur les tissus sains. Parmi les plus connuss no
pouvons citer '’Abraxarfequi a obtenu une AMM en 2008, pour le traitementm@nothérapie du
cancer du sein métastatique. C’est une formulatemoparticulaire a base de paclitaxel amorphe et
d’albumine sériqgue humaine. Nous pouvons égaleri¢et le Doxi’/Caelyx® (PEG-liposome de
doxorubicine), utilisé pour le traitement de nombreancers, 'Oncospar(forme PEGylée de L-
asparaginase), utilisé pour le traitement de leieé&mphoblastique aigue et le Neul&stailisé pour

la réduction de la durée des neutropénies pendachimiothérapies.

S'il n'existe pas encore de médicaments sur le hdgrtes nanoparticules sont également étudiées

pour le traitement des pathologies du systeme orneentral telles que le gliome, la maladie
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d’Alzheimer, la maladie de parkinson et I'épilepsibes formulations nanoparticulaires sont
développées pour le traitement mais également lgodiragnostic de ces maladies (Potschka, 2010;
Yang, 2010). En effet, le principal obstacle paidéveloppement de médicaments ciblant le cerveau
est le passage de la barriere hémato encéphalBiig) ((Agarwal et al., 2009; Alam et al., 2010).
C’est une barriere extrémement sélective, trésgmméable pour les médicaments, y compris les
petites molécules liposolubles (Alam et al., 20%@hni et al., 2011). Des études montrent que les
nanoparticules sont capables de traverser lesleliendothéliales de la BHE par transcytose et
d’échapper aux mécanismes d’efflux (Chang et 8092 Jallouli et al., 2007; Roney et al., 2005). Un
exemple intéressant est le développement de ndimybes pour le traitement de la maladie
d’Alzheimer. Cette maladie se caractérise notammentla formation et le dépbt d’agrégats de la
protéine B-amyloide dans les espaces inter-synaptiques agaunidu cortex cérébral, une forte
accumulation de métaux dans les cellules touchtéds mombreuses Iésions oxydatives, induisant une
dégénérescence progressive des cellules affecEmsey et al., 2005). Plusieurs catégories de
molécules capables d’empécher la formation d'agséde B-amyloide, de capter et éliminer les
métaux accumulés ou de réduire le stress oxydatilt, pourtant incapables de traverser la BHE. Des
études montrent que la formulation liposomale decuwmine (une molécule antioxydante et anti-
inflammatoire étudiée dans le traitement de laandiiald’Alzheimer), permet d’inhiber 'agrégation de
la B-amyloide, et de réduire significativement la cgkitité (Taylor et al.,, 2011). Des résultats
similaires ont été observés avec des nanoparticdegolysorbate-80 incorporant de la mélatonine
(Schaffazick et al., 2005). Ces travaux montrent @erspectives trés encourageantes pour le

traitement des maladies du systeme nerveux central.

Les nanoparticules sont également étudiées damecleerche de nouveaux vaccins. Elles sont
développées a la fois comme transporteur d’antgé@itdant les cellules immunitaires, mais aussi

comme adjuvants vaccinaux capables d’augmenteetigité de la réaction immunitaire (Jones, 2008).

En effet, les antigénes purifiés, perdent de leuniunogénicité et sont généralement incapables de
stimuler une réaction immunitaire efficace. Les oparticules sont capables de transporter les
antigenes, d’améliorer leur absorption par lesutedl immunitaires et de stimuler la réponse

immunitaire (Perrie et al., 2008). De plus, lesveles formulations nanoparticulaires associent des
anticorps ou des ligands spécifiques des cellulésentatrices d’antigénes, initiatrices de la répon

immunitaire permettant leur ciblage (De Temmermgal., 2011; Rice-Ficht et al., 2010).

Ces exemples montrent l'intérét de développer agewparticules pour le traitement des maladies
complexes et pour améliorer les thérapies existaftes efforts se traduisent par le développemnment d
nanoparticules pour des applications toujours glusrses (maladies métaboliques, thérapie génique,

VIH, grippe...) et un nombre toujours plus croiss@aproduits sur la marcheé.
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3.2. Classification des principales nanoparticules utilisées en vectorisation

En fonction de la nature chimique de leur strugtymeisieurs catégories de nanoparticules sont

utilisées en vectorisation (figure 1).

3.2.1. Liposomes

Les liposomes furent fabriqués pour la premiers & 1965 par Alec Bangham et ses collegues alors
gu’ils effectuaient des recherches sur les pragsiéde la bicouche lipidigue de la membrane
plasmique (Bangham, 1993; Bangham et al., 1965)s@¢ des vésicules artificielles, sphériques,
formées par une ou plusieurs bicouches de phogpthedi séparées entre elles par un espace aqueux.
Les liposomes sont classés en trois catégoriefyraion de leur taille et du nombre de bicouches
lipidiques les composant. Les Small Uni-lamellarsdies (SUV) qui sont de petits liposomes
d’environ 20-100nm de diamétre possédant une dauatmiche de phospholipides, les Large Uni-
lamellar Vesicles (LUV) qui sont des liposomes & sBule bicouche de taille trées hétérogéne et les
Multi-lamellar Vesicles (MLV) qui possédent deux plusieurs bicouches lipidiques séparées entre

elles par un milieu aqueux.

La nature phospholipidique de la paroi des liposoarefait des vecteurs biocompatibles, capables de
fusionner avec les membranes cellulaires. Parugsdlldes propriétés de flexibilité, de rigidité da
fusion de la bicouche lipidique, dépendent de senpasition en phospholipides. Ainsi, les
phospholipides a longues chaines saturées telléaglipalmitoylphosphatidylcholine augmentent la
rigidité et la perméabilité de la bicouche, targlie la présence de cholestérol ou de lécithinesojde

leur conféerent une structure plus flexible et moistsbles (Sahoo and Labhasetwar, 2003).
Aujourd’hui les liposomes utilisés possedent dasctires de plus en plus évoluées, incorporant dans
leur bicouche des molécules a propriétés diversc(aps, poly-éthylene glycol) qui améliorent leur

stabilité, leur pharmacocinétique et leur ciblageivo.

3.2.2. Micelles

Les micelles sont des nanoparticules auto-assembiEd 0 a 100nm, constituées d’'une couronne de
molécules amphiphiles en équilibre dynamique autiun cceur non solide (Letchford and Burt,
2007). En solution aqueuse, les molécules ampleiplslorganisent spontanément et adoptent la
conformation structurelle la moins couteuse engiagen minimisant les interactions de leurs partie
hydrophobes avec I'environnement aqueux. En mil@ganique en revanche, les molécules

amphiphiles adoptent le comportement inverse asbo¢ les parties hydrophiles qui sont orientées au

21



cceur de la micelle. Ces propriétés des micelle®rindes nanoparticules intéressantes car elleés son
faciles a préparer et peuvent permettre d'incompodes molécules aussi bien hydrophiles

gu’hydrophobes. De plus, des études montrent qugdhisation stérique particuliére de la couronne
des micelles les protége de I'opsonisation quil'aachement des molécules du complément a la
surface de la nanoparticule, et donc permet d’antgnéeur temps de demi-vie dans le sang (Kataoka
et al., 2000). La formation des micelles dépendadguantité de molécules amphiphiles présentes en
solution, et il existe une concentration dite «etiare critique » (CMC) a partir de laquelle les

molécules amphiphiles sont capables de s’auto-@gaen micelles, dont la stabilité augmente avec
la concentration en molécules amphiphiles (Kabawl Alakhov, 2002). En dessous de la CMC en
revanche, les micelles sont moins stables et seudégent. Cette dépendance a la CMC qui les rend

instables a la dilution est donc I'une des prinlgpdimites a I'utilisatiorin vivo des micelles.

3.2.3. Les nanocapsules

Les nanocapsules sont des particules colloidalestiteées d’un réservoir liquide ou semi-liquide a
température ambiante, contenu a l'intérieur d’'uneetppe solide de nature polymérique (Vauthier
and Bouchemal, 2009). Dans les systemes nanocapsuldes molécules sont généralement
incorporées dans le réservoir, mais elles peuvesti @&tre associées de fagon covalente ou non a la
paroi polymérique. Le type de polymére et les paips de surface influencent: la stabilité de la
nanocapsule, le type de molécule transportabke ghdrmacocinétique de la formulation. Le réservoir
des nanocapsules peut étre de nature lipidiqueesudoueuse, permettant d’'incorporer des molécules
chimiques hydrosolubles ou non (Letchford and BR@07). Toutefois, la plupart des nanocapsules
possedent un réservoir lipidique. Dans le cas d'maeocapsule a réservoir aqueux, on parle de
polymersome. Les polymersomes possedent une seymtoche des liposomes, a la différence que la
paroi polymérique des polymersomes est constitugecapolymeres amphiphiles (Discher and
Eisenberg, 2002; Letchford and Burt, 2007). Cetegorie de nanocapsules est adaptée pour

I'incorporation de molécules hydrophiles.

3.2.4. Les nanospheres

Les nanosphéres sont des nanoparticules polyméricpiéoidales matricielles; c’est-a-dire dont la
structure est entierement solide. Elles peuveet @&ines ou poreuses. Les nanospheres pleines sont
des structures nanométriques compactes, de foréreralement sphériques, synthétisées a base de
polymeres ou de copolymeres. Parmi les plus conroresrouve par exemple les nanoparticules de
poly-(alkyl cyanoacrylate) (PACA) qui sont des pares biocompatibles et biodégradables, étudiées

comme vecteurs de molécules dans différents tyfagplitations, et notamment la vectorisation de
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drogues anticancéreuses (Nicolas and Couvreur,; 200&hier et al., 2007). On y trouve également
les nanoparticules de PLGA. Dans le cas d’'une mdrage pleine, la molécule a vectoriser peut étre
associée a la surface de la nanoparticule déjaéfrou bien incorporée a l'intérieur de la struetur
polymérique pendant la fabrication de la nanopalgic Dans ce cas, le polymére doit étre
biodégradable et la dégradation de la nanopartelilatérieur de I'organisme permet la libératidn
principe actif. C’est donc un systéeme trés inteespour la préparation de formulations a déliveanc

prolongée.

Contrairement aux nanosphéres pleines, les nan@sppéreuses ont une structure de mailles plus ou
moins serrées dont I'architecture est formée d’'magrice polymérique. Dans ce cas, la molécule
d’'intérét peut étre insérée dans les structuregyses, adsorbée en surface, ou bien associée
chimiquement au polymére formant la matrice. Ceetgle structure poreuse permet d'une part
I'incorporation de la molécule dans une nanopasiguéfabriquée, et d’'autre part la libération de |
molécule sans dégradation du polymere. Par ailldarprésence de pores permet d’incorporer de
grandes quantités de molécules, sans maodifieilla ¢t les propriétés de surfaces de la nanopgetic
(Arayne and Sultana, 2006; Asif et al., 2006; Badllet al., 2010). De plus, I'architecture flexidie la
paroi interne des pores permet de s'adapter ataefet a la taille de la molécule insérée et augenen
les capacités d'association (Horcajada et al., ROEAfin, la structure interne de la nanoparticule
poreuse peut étre modifiée chimiquement par exersplda rendant hydrophobe/hydrophile en
fonction du type de molécule a associer. Ce somic ddes systemes tres attractifs pour des

formulations a délivrance contrélée.

3.2.5. Dendriméres

Les dendriméres sont une catégorie émergeantendgardicules synthétisées pour la premiéere fois au
début des années 1980. Ces sont des macromol@aunemétriques formées de plusieurs séries de
branchements organisés, reliés par un cceur moikrul8ahoo and Labhasetwar, 200Res
dendriméres sont des nanovecteurs tres intéresspats polydispersés, dont le systéeme de
branchement permet de faire plusieurs types d'@ssmt chimique sur les différents groupes
terminaux. Les molécules transportées sont insénmgtes les branchements ou associés chimiquement
a ceux-ci. Les propriétés des dendrimeres dépeidelat nature chimique du cceur moléculaire et des
branchements. Parmi les dendrimeres les plus étudiiétrouve les dendriméres poly-(amidoamine)
(PAMAM), les poly-(propylene imine) (PPI) et leslpether-copolyester (PEPE) (Wijagkanalan et al.,
2011).
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3.2.6. Les nanoparticules inorganiques

Les nanoparticules inorganiques possédent des igr@pr particulieres de conductivité, de
magnétisme, de biocompatibilité, de réactivitéréastance, de fluorescence...etc. qui les rendesit tr
intéressantes pour différentes applications y canjer diagnostic et le traitement des maladies
(Huang et al., 2011). Parmi les plus étudiéesetmouve par exemple les nanoparticules d’or pauwr le
propriétés d’optique, d’électrochimie et de biocattilglité (Boisselier and Astruc, 2009); les
nanoparticules d'argent pour leur propriété antifxdenne (Chaloupka et al., 2010); les nanopadgul
d'oxyde de fer magnétiques pour leur utilisationiermgerie médicale (Neuwelt et al., 2009); les
nanoparticules de silice pour leur biocompatibiitécapacité d’interaction avec I'organisme (Slayvin
et al., 2008) et les nano-cristaux semi-conductdant les plus connus sont les Quantum Dots (QD),

tres intéressantes pour la stabilité de leur femeace (Li et al., 2011).

3.2.7. Les nanoparticules hybrides métal-organique

Egalement appelés MoF (pour Metal-organic Frameyyaik sont des nanoparticules hybrides faites
d’éléments métalliques interconnectés par des mi@écorganiques. Elles peuvent également étre
placées dans la catégorie des nanospheres etastécaent par leur grande porosité (taille degpor
allant de 0,4 & 6nm) (Horcajada et al., 2008). eCitiportante porosité donne aux MoFs une plus
grande capacité d'encapsulation (proportionnellénaeleur taille), comparé aux autres nanospheres
(McKinlay et al., 2010).
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Figure 1. Principales catégories de nanoparticulastilisées en vectorisation

3.2.8. Les nanoparticules étudiées : nanoparticules polysaccharidiques cationiques et
poreuses de maltodextrine

Dans ce travail, nous avons étudié des nanopaticylolysaccharidiques cationiques de

maltodextrines (NP. Ce sont des nanosphéres poreuses de 60 nm detdia obtenues par
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polymérisation de maltodextrines. Les maltodexgirs®nt des polysaccharides naturels issus de
I'hydrolyse enzymatique partielle d’amidon. Lesgineents d’hydrolyse sont des polyméres osidiques
de D-glucose liés par des liaisons alpha 1-4 fotnags chaines polysaccharidiques de longueurs
variables (maltose, oligosides, polyosides). Clstpolymere toléré par I'organisme, facilement
digestible (s’absorbe aussi rapidement que le gkjcoqui a recu une autorisation de mise sur le
marché par I'agence américaine Food and Drug Adwmation (FDA) et I'’Agence Francaise de
Sécurité Sanitaire des Produits de Santé (AFSSARS)r différents types d’applications:
pharmaceutique (excipient), agroalimentaire (argroe¥meétique (stabilisateur d’émulsion, agent de

liaison).

Le protocole de fabrication des NBst décrit dans la littérature (Castignolles et H994). Tout
d’abord la maltodextrine est hydratée dans unetisaldle soude a 2N jusqu’a obtention d’'un gel. Le
gel est réduit en présence de Borohydrure de sofaBH,) puis réticulé pendant plusieurs heures
en présence d'un large excés d’épichloridrine (broh2,3-époxypropane) qui va favoriser la
formation de liaisons glycérol di-éther entre lbgioes de maltodextrines. Le gel réticulé est @msui
rendu cationique en présence de Glycidyl Tri-MétAgimonium chloride (GTMA) qui possede un
radical ammonium quaternaire. La fixation progressiu GTMA sur la maltodextrine se traduit par le
relachement du gel, & cause des répulsions életicpes entre les chaines positives greffées aux
branches de maltodextrine. Le gel obtenu est sdspdans de I'eau et neutralisé avec de l'acide
acétigue glacial. Les nanoparticules de 60nm soitanoies apres plusieurs cycles de broyage du gel, a
I'aide d’'un homogénéisateur a haute pression. nae®particules sont alors filtrées par ultrafilat
tangentielle sur une membrane poreuse, afin d’eémlies débris et résidus chimiques de la synthése.
Enfin, les nanoparticules sont caractérisées: aeaBlémentaire, taille, potentiel zéta et forme

(microscopie électronique).

Les NP possédent de nombreux atouts comme vecteurs décuhed d’intérét thérapeutique ou
vaccinal. Elles sont: biocompatibles, biodégradati@s stables a 4° et 37°C et s’agrégent peuemém
en présence de protéines sériques. Depuis lelucd#bn pour la premiére fois dans les années 1990,
les NP et leurs formes dérivées ont été trés étudiées damombreuses applications: délivrance de
protéines anticancéreuses (Castignolles et al4)19@ccination (Baudner et al., 2002; Debin et al.
2002), délivrance d’antiparasitaires (Kroubi et 2D10; Loiseau et al., 2002), allergie (Mascaetll
al., 2008; Razafindratsita et al., 2007), déliveage médicaments anti-nociceptifs (Betbeder et al.,
2000), franchissement de la barriere hémato entgpbgJallouli et al., 2007). Les résultats obtenu
a ce jour montrent que ces nanoparticules poutréiee de bons vecteurs pour I'administration intra
nasale et sublinguale de molécules d'intérét vatcet thérapeutique. Par ailleurs, le squelette
polysaccharidique qui forme la structure des” NRt facilement modulables et des molécules

chimiques aux propriétés diverses peuvent y éwéfegps de facon covalentes ou non (fluorophores,
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lipides, protéines...). Il est possible de recouveis NP d’une bicouche de phospholipides ou
d’insérer un cceur de phospholipides a lintériearlelr structure poreuse (De Miguel et al., 2000;
Loiseau et al., 2002; Major et al., 1997). Dansdesx cas, cette phospholipidation permet d’obtenir
des nanoparticules amphiphiles aux caractéristigagables. Dans ce travail, nous nous sommes plus
particulierement intéressés aux nanoparticules ur dipedique. Elles sont obtenues par insertion de
dipalmitoyl phosphatidyl glycérol (DPPG) a l'intédr des NP et se présentent sous forme de
nanosphéres poreuses a coeur lipidiqgue (DPPGNPGNP).

3.3. Evolution des nanovecteurs : vers des nanopart icules de plus

en plus performantes

Depuis la synthése des premiers vecteurs dansfees 1970, les technologies de synthése et de
vectorisation n’ont cessé de progresser vers liction de vecteurs nanoparticulaires de plusles p
complexes et intelligents (figure 2). Les nanopatés de « premiére génération », se caractépsent
leur capacité a associer efficacement les molécdlegérét et améliorer leur absorption par
'organisme. Trés souvent développées pour des rastngitions intra-vasculaires, ces vecteurs se
caractérisent pourtant par une faible spécificitée forte accumulation hépatosplénique et une durée
de circulation réduite dans le sang. En effetviesteurs de premiere génération sont tres facilemen
capturés par les cellules phagocytaires du systeédtieulo-endothélial (SRE), ce qui diminue
fortement I'efficacité thérapeutique des molécutaasportées (Owens and Peppas, 2006). La seconde
génération de vecteurs introduit la notion de \ité », qui est I'échappement a la vigilance du
systéme immunitaire. Ces nanoparticules sont remtesy de chaines polymériques hydrophiles
neutres (trés souvent le polyéthyléne glycol,PEB),forment une couronne stériqgue empéchant la
fixation des opsonines (protéines sérique, comphénamticorps...), les rendant indétectables par les
macrophages du SRE (Moghimi and Szebeni, 2003).elh effet été montré que la PEGylation des
nanoparticules diminue significativement leur phagose et augmente leur temps de circulation dans
le sang (Romberg et al., 2008). Ainsi par leur teme demi-vie augmenté dans le sang, les vecteurs
de deuxiéeme génération accroissent les chancesédiac a leur cible dans I'organisme. On parle
également de ciblage « passif ». Cette facultérestintéressante pour la délivrance de molécules
anticancéreuses, car 'augmentation de la duré@&ddation dans le sang augmente son accumulation

dans les tumeurs par l'effet dit Enhancement PetioreRetention (Wang and Thanou, 2010).

Aujourd’hui les nanopatrticules dites de « troisiegémération » intégrent le concept de ciblage ,actif
gui augmente la spécificité pour un site donné&’dlyit dans ce cas, d’associer a la surface de la

nanoparticule des molécules qui vont reconnaitre cible (anticorps) ou seront reconnues par des

27



récepteurs présents dans les tissus ciblés (lig&ad)exemple, le récepteur de I'Epidermal Growth
Factor (EGF-R) est surexprimé dans 90% des car@sosh cette surexpression est associée a un
mauvais pronostic de survie du patient. Des étudestrent que ['utilisation de nanoparticules
couplées a des anticorps reconnaissant EGF-R atgsignificativement leur accumulation dans les

tissus tumoraux.

Premiére génération Deuxiéme génération Troisieme génération
5
_/\/_\_/\_/
:
§ Chaine de PEG Ligand ][ Anticorps

Figure 2. Représentation schématique des trois géaéions de nanovecteurs
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V. OBJECTIFS DE LA THESE

L'objectif de cette thése est de comprendre lesamémes impliqués dans linteraction des
nanoparticules polysaccharidiques cationiques dam6@vec les cellules épithéliales respiratoires
humaines, afin d’évaluer leur potentiel comme éyst de délivrance de médicaments dans les voies

respiratoires.
Pour cela ce travail s'articule en 4 objectifs $ices:

1°) Etudier les mécanismes d’interaction des NPavec les épithéliums respiratoires
= Caractérisation des mécanismes d’endocytose ebayense

= Localisation intracellulaire des nanoparticules

2°) Evaluer leur toxicité sur les cellules épithédiles des voies respiratoires
= Cytotoxicité et génotoxicité
= Importance des parametres physicochimiques sunéeanismes

= Influence du milieu de culture

3°) Evaluer de leur potentiel comme systéme de délance de protéines
= Caractérisation de leur association avec les pregéi
= Etude de la délivrance intracellulaire de protéines

= Etude du devenir intracellulaire du complexe naniqde-protéine

4°) Comprendre I'importance de la structure interne
= Pour I'endocytose
= Pour I'association avec les protéines

= Pour les mécanismes de délivrance intracellularprdtéines
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V. L'ENDOCYTOSE DES NANOPARTICULES
5.1. Geénéralités sur I'emdocytose

5.1.1. Définition

L'endocytose est le mécanismer lequel les cellules internalisent des éléats présents dans le
environnement extracellulaireX’estun mécanisme actif qui nécessite une génisation locale dla
membrane plasmique pour foar une vésicule contenant les molécules d'ir. Il existe deux granc
processusi’endocytose: I'endcytosedes phases fluidest I'endocytose médi€ par récepteur (EMI
(figure 3). L'endocytosales pieses fluides également appelée mipihoecytose,est un mécanisme
constitutif, dans lequéés phas:s fluides du milieu extracellulaire sont inteisees par la cellulsans
I'action d’un stimulus externéElle participe a laerégulation cellulaire et pereh rotammena la cellule
de contréleta composition de . membranplasmique (Kolteand Sandhoff, 209. Dans le cas d’une
endocytose médiée par récep, un stimulus extérieur (ligand) se fixe sur wcepteur membranai
a la surface de la cellule, entiant son activation et I'internalisation du conxe ligand récepteur
l'intérieur d'une vésicule.C'est donc un mécanisme d’endocytose extiment régul, qui se
caractérise paon ensemble d voies et de mécanismes d’internalisation dépendent du type ¢
récepteur de surface actitéemdocytostdes phases fluides étant esselatieént dépendante de I'ét

physiologique de la cellule, nc décrirons dans ce chapitre I'endocytose mépar réceptet

< i Q <

&5 6 Invagination
Récepteur

Figure 3. Endocytose des phazss fluides et endocytose médiée par récept
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5.1.2. Les voies d’endocytose médiée par récepteur

En fonction de la nature du liind et du tyr de récepteur sollicité, il exss plusieurs voie<d’EMR.

Celles-ci dépendent par ailleuds type cellulaire impliqué et de lat physioloiique de la cellule. C
fagon générale, les voies d’EMiRuvent étre divisgs en deux grands procesqui sor la pinocytose
et la phagocytose (figure 4). lpagocytoseest un mécanisme particulier ddocytose spécifique
une catégorie de cellules spdisées appelées cellules phagocyte La pinocytose quant a elleest

un processus présent dangliapartdes celluls et se subdivise en différents ranismes spécifique

Endocytose
I
1 |
Endocytose médiée Endocytose des
par récepteur phases fluides
Pinocytost Phagocytose
I
1 1
Lo Voie
Vgg?s cé:elgtehr:idnaer;te indépendante des
clathrines
|
| | |
Voie
Voie des Voie des Indépendante des ' 5
clathrines cavéole cIaFL)thrines et | haciopiosila
caveoles
|
1 | | | 1

Radeaux Déperdante de | Dépendante Dépendante Dépendante
lipidiques flotilline ARF6 CDC42 RhoA

Figure 4. Qassification des micanismes d’endocyto: (Sahay et al., 2010)
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5.1.3. La pinocytose

5.1.3.1. La voie des clathrines

Depuis la description des puits recouverts de Gfeth en 1964 par Roth and Porter (Roth and Porter,
1964), la voie d’endocytose dépendante des clahi(EDC) est le mécanisme d’endocytose le mieux
décrit. C’est un mécanisme majeur commun a tousieamiferes (Sahay et al., 2010) et responsable
de 40 a 50% de I'endocytose des phases fluideariBerh and Lamaze, 2007). L'EDC se caractérise
par la formation de vésicules de 100 a 200 nm (fieah and Lamaze, 2007; Parkar et al., 2009),
recouvertes d’un manteau protéique majoritairengamposé de clathrines. Cette voie nécessite
'implication de nombreux adaptateurs moléculaigls que I'adaptatine AP-2, les epsines eB-la

arrestine, qui participent a la formation, la diahtion et le transport intracellulaire des vékisu

recouvertes de clathrines (figure 5).

La vésicule formée se détache de la membrane masnpar I'action d’'une GTPase particuliére
appelée dynamine. Elle est ensuite débarrassé@rdenanteau protéique, puis fusionne avec les
endosomes précoces dans lesquels les moléculesaligées seront triées et redirigées vers d’'autres
compartiments intracellulaires (Hinshaw, 2000). plapart des molécules empruntant la voie des
clathrines sont dirigées directement ou indirectegnvers les lysosomes ou elles sont dégradées. Ce
transport vésiculaire depuis l'internalisation demolécule jusqu’'a la fusion avec les endosomes est
un processus extrémement rapide, de I'ordre deggeslsecondes (Loerke et al., 2009). Il existe
plusieurs ligands endogenes caractéristiques d@d'EDOn y compte par exemple la transferrine, les
immunoglobulines, le transporteur Low Density Lipatein (LDL), I'epithelial Growth Factor (EGF)

et I'insuline (Benmerah and Lamaze, 2007).

Initiation Maturation Scission

Key

h"4 Eadocyiic Clathrin
| CRrgn \ triskelion
\ (receptors)

CLASPS: FCHO1,
EPS15/epsins FCHO2
DAB2 (muniscins)
AP120/CALM

@ Ar2 @ 1p-amestin
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Figure 5. Formation de vésicules recouvertes de thaines (Reider and Wendland, 2011)
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5.1.3.2.  Les voies d’endocytose indépendantes des clathrines

» La voie de cavéoles

Les cavéoles sont des invaginations membranaigstagtes aux détergents, riches en cavéolines,
cholestérol et sphingolipides. La voie des cavéetsmpliquée dans l'internalisation de nombreuses
molécules telles que la toxine du choléra, lesgimes liant la Glycosyl Phosphatidyl Inositol (GPI-
anchored proteins) et le virus SV40 (Kurzchalia &wfton, 1999; Pelkmans et al., 2001). Elle
participe également aux mécanismes de transcytass kbs cellules endothéliales (Doherty and
McMahon, 2009). Contrairement aux clathrines, laséoles sont présentes de fagon variable en
fonction des tissus et des types cellulaires. [et,eflles sont abondamment exprimées dans lestiss
musculaires lisses, les pneumocytes 1, les fibstdseet les cellules endothéliales (Parton and i&mo
2007), tandis qu’elles ne sont pas exprimées palylaphocytes (Johannes and Lamaze, 2002). Les
vésicules issues de la voie des cavéoles sontégsules lisses (sans manteaux protéique) de 50 a
100 nm de diamétre (Parkar et al., 2009). Comme [aouoie des clathrines, la vésicule formée est
détachée de la membrane plasmique par I'actionaddyhamine et fusionne avec un endosome
précoce. Cependant, contrairement a la plupariadaes voies de pinocytose, la voie des cavéoles
présente cette particularité que, les vésiculemdes peuvent éviter les endosomes précoces et
fusionner directement avec des endosomes partisagelés cavéosomes (figure 6). La cavéoline est
une protéine membranaire oligomérique indispensabie viabilité des vésicules de cavéoles. Des
cellules délétées en cavéolines sont incapable®rdeer des vésicules de cavéoles. En revanche,
I'expression du géne de la cavéoline-1 dans dephpaytes suffit a leur conférer la possibilité de
former des vésicules de cavéoles. Par ailleurghidestérol est indispensable a la stabilité des
vésicules de cavéoles, et I'utilisation d’agentarpiacologiques déplétant le cholestérol (tels que |

filipine ou la nystatine) suffit a désorganiserésicules de cavéoles.

Caveolae

A Caveolin
? Phospholipid
g Sphingolipid

Cholesterol
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Figure 6. Vésicules de cavéoles (Galbiati et alQ@1)
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» La macropinocytose

Décrite pour la premiere fois par Warren Lewisjrlacropinocytose est un mécanisme qui permet
l'internalisation de grandes quantités de parteutt phases fluides (Lewis, 1931). C'est un
mécanisme actine-dépendant dans lequel la cellolenef des prolongements membranaires
(lamellipodes) pour séquestrer des éléments presamis son milieu extracellulaire (figure 7). C'est
un mécanisme dépendant de l'action des protéinesséi (exemple pakl, PKC, ras, PI3K, src) qui
stimule l'actine du cytosquelette. Les vésiculesmi@es (macropinosomes) sont de tailles tres
variables pouvant aller de 0,5 a 10um de diamé&mecondition physiologique, la macropinocytose
est déclenchée par la fixation de facteurs de saaise sur des récepteurs tyrosine kinase (Mercer an
Helenius, 2009). Cependant, elle peut étre inchared’autres stimuli tels que des corps apoptotique
des cellules nécrotiques, des particules exogénmeates bactéries (Mercer and Helenius, 2009). Elle
est également responsable de I'internalisationedi@ios virus comme le virus de la vaccine (Mercer
and Helenius, 2008), les adénovirus-3 (Amstutzlet2808) et les Coxsackievirus (Coyne et al.,
2007). Comme la plupart des vésicules de pinocyttese macropinosomes fusionnent avec les

endosomes précoces.

Macropinocytosis
FEEE

T ;?; v '.'Ir'rf‘:' /
Actin filaments /

Early Endosome

Figure 7. Formation d’'une vésicule de macropinocyse

» Les autres voies de pinocytose
En plus des mécanismes décrits ci-dessus, il epistgeurs autres voies d’endocytose. Bien que

moins bien caractérisées, elles participent denfagaportante a l'internalisation de nombreuses

molécules. Leslipid RAFTS ou radeaux lipidiques sont des micro-domaines membranaires
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résistants aux détergents, riches en cholestésph@étgolipides, mais dépourvus en cavéolines rgigu
8). lls sont généralement présents sur les plaiésalax de la membrane plasmique des cellules
(Johannes and Lamaze, 2002; Sowa et al., 2001kt Qe voie d’endocytose dépendante de la
dynamine, impliquant des mécanismes trés simil@resux de la voie des cavéoles.vioée Rho-A

est une voie d’endocytose dépendante de I'actida @3 Pase Rho-A. Elle participe & la régulation de
I'actine du cytosquelette membranaire et est inyglégdans I'endocytose de molécules telles que la
chaine béta du récepteur a l'intégrine 2 et lepteee a I'lgE. Lavoie Afr-6 est une voie dynamine-
dépendante, impliguée dans le recyclage de nonméseauslécules (Donaldson et al., 2009). A cela
nous pouvons citer d'autres voies telles que l& \d#pendante de Rotilline et lavoie cdc-42

dépendante. Cependant ces mécanismes restentrabcaés.

Lipid Rafts ? Phospholipid

gg Sphingolipid

Cholesterol

Figure 8. Organisation membranaire des radeaux ligliques (Galbiati et al., 2001)

5.1.4. La phagocytose

JION

La phagocytose est un mécanisme d’endocytose gesedes cellules spécialisées appelées cellules
phagocytaires ou phagocytes. Ce sont principalemestcellules du systéeme immunitaire telles les
macrophages, les polynucléaires, les cellules dgherans et les cellules dendritiques; qui pasgitip

a I'élimination des particules exogenes, la detivnade cellules endommageées et la coordination de
la réponse immunitaire. C’est un processus d’endseyqui permet d’internaliser des éléments de tres
grande taille, et exige une grande flexibilité gaosquelette membranaire des phagocytes. En effet,
des études ont montré que des macrophages ayarthilleed’environ 14um étaient capables de
phagocyter des billes de latex de plus de 20umateéadre (Cannon and Swanson, 1992). La premiére

étape de la phagocytose est I'opsonisation, c‘dged’adsorption de protéines spécifiques appelée
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opsonines a la surface de la particule a phagoogs opsonines sont des protéines circulantes du
milieu biologique telles que les immunoglobulinéss protéines du complément, les protéines du

sérum, les protéines du surfactant, qui en se ffixda surface de la particule, vont la rendreblési

par des récepteurs spécifiques a la surface désleselphagocytaires (exemple: récepteurs du

complément, récepteurs de fragments Fc, récepgeursannose, récepteurs Scarvenger...).

La fixation de la particule opsonisée sur le réeepentraine I'activation de celui-ci, qui va iaitune
cascade de réactions entrainant l'internalisatieradparticule a l'intérieur d'une vésicule appelée

phagosome. La particule phagocytée sera digérés &ymsion du phagosome avec les lysosomes.

i—ii: phagosome formation
Particle_ | |
cell

Phagosome \
N~ Lo

Plasma
membrane

Phagocytic

iii—vi: phagosome maturation

Figure 9. Phagocytose d'une particule (Desjardins2003). LE : late endosome ; EE : early

endosome ; Ly : llysosome

5.2. Reégulation de I'endocytose
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Les phénoménes d'endocytose participent a la réégalaellulaire. Nous avons décrit plusieurs
mécanismes d’endocytose médiés par récepteurs;aetde inities par la fixation d’'un ligand
extracellulaire sur un récepteur membranaire. Toigte I'endocytose de phases fluides joue
également un rble important dans la signalisatieiulaire et la régulation de la composition
membranaire (Damke et al., 1995). L’endocytosaiesnhécanisme extrémement régulé qui décide du
devenir des molécules internalisées. Ce contréseppar une succession d'étapes, la premiére étant
la fixation du ligand sur son récepteur. La fixatidu ligand entraine une activation des parties
membranaire et cytoplasmique du récepteur, lui pgemt de recruter des partenaires moléculaires

appelés adaptateurs (lipides, protéines, cytostieelé (figure 10).

Fission mechanism |
Dynamin

CtBP3/BARS
Lipid-based
i f o e

Lipid composition
Cholesterol

Raft components
Sphingolipids

Cargo
Ligand or receptor
Fluid

GPl-AP

Adhesion molecules
Virus
Toxin
Bacteria

1
Coat components
Clathrin
Caveolin
Flotillin e
Adaptors Actin cytoskeleton
Actin
Regulation Actin-binding proteins
Kinases Actin-regulatory proteins

Phosphatases
Ubiquitylation
GEFs, GAPs

Figure 10. Schéma d'une vésicule d’endocytose moatit les différents acteurs moléculaires
responsables de sa formation et sa destination.

Le type de partenaire recruté dépend de la natureécdepteur. Ainsi, les vésicules de clathrines
recrutent des molécules telles que I'AP-2 etplarrestine, tandis que les vésicules de cavéoles
interagissent préférentiellement avec le cholebrdes GPI-anchored proteins. Ces partenaires en
recrutant a leur tour d'autres molécules (lipidesmbranaire, cytosquelette, protéines G...) vont
contrdler la formation de la vésicule d’endocytesson adressage intracellulaire (Ziello et al1,®0

Dans la plupart des mécanismes de pinocytose, dsgcutes d’endocytose fusionnent avec les
endosomes précoces (figure 11). Ce sont des vésidubulaires légerement acides (pH ~ 6,5)

d’environ 400nm (Jovic et al., 2010), dans lesquets molécules sont triées puis adressées vers
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d’autres destinations. A ce niveau, trois destimegis’offrent & elles : elles peuvent étre renveyse
I'extérieur des cellules (exocytose, transcytosglvoyées dans le cytosol, ou bien dirigées vers
d’'autres endosomes (lysosomes, noyau, corps nadiculaires, appareil de golgi...). Les modalités
de tri et d’adressage sont déterminées par la csitiggo de la vésicule d’endocytose et les
caracteéristiques de I'endosome précoce : compaodifdique de la membrane, nature des protéines
(GTPases Rab), géométrie tubulo-vésiculaire... (Maywt Pagano, 2007; Parkar et al., 2009). Par
exemple, les protéines vésiculaires liant la GIAt sonnues pour favoriser le transport vers I'appar
de golgi (Doherty and McMahon, 2009; Martin and &ag 1994). La multiplicité des acteurs
moléculaires et la complexité des interactions e plusieurs destinations différentes peuvesmt étr
associées a une méme voie d’entrée. De la mémeraades molécules qui sont internalisées par des
voies différentes peuvent avoir une méme destindiitale. L'idée selon laquelle : une voie, une

destination» n’est donc pas exacte.

Clathrin- Caveolin-
dependent dependent Clathrin- and caveolin-
endocytosis endocytosis independent pathways

Dynamin

Clathrin

Lysosome Early endosome

Figure 11. Destination des vésicules d’endocytoseédiée par récepteur (Mayor and Pagano,
2007)

Par ailleurs, le fait qu'une méme molécule puisservenir dans plusieurs voies d’endocytose, rajout
a la complexité de la régulation de I'endocytosensA la déplétion du cholestérol des membranes
inhibe la formation des vésicules de cavéoles temsellules. Cependant, des études montrent qu’en
fonction du type cellulaire et du degré de dépiétalle peut également inhiber d’autre voies tedies

la macropinocytose, la voie des clathrines et ia ®ho-A (Grimmer et al., 2002; Mayor and Pagano,
2007). Enfin, la machinerie de I'endocytose perg &gulée en fonction de I'état physiologiqueale |

cellule. Ainsi, 'Epidermal Growth Factor (EGF) asternalisé sous une forme fonctionnelle par la
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voie des clathrines, tandis que son internalisgti@nla voie des cavéoles inhibe son activité (leark
al., 2000). De plus, la présence en forte conceotrale 'EGF a I'extérieur des cellules entraine
également son internalisation par macropinocyt@séh(et al., 2006). De fagon similaire, des études
montrent que I'endocytose du récepteur a I'EGF (Epar la voie des clathrines entraine son
recyclage alors qu'une endocytose par des mécasisntEpendants des clathrines entraine sa
dégradation dans les endosomes acides (Sigismwaid 2008). Ces études illustrent la complexité de
la régulation des phénoménes d’endocytose, et ditapce des conditions environnementales dans

cette régulation.

5.3.  L’endocytose des nanoparticules

Comme les macromolécules biologiques et les viessnanoparticules pénétrent dans les cellules par
des mécanismes d’endocytose. Etudier et caragt@&gsemécanismes est nécessaire pour concevoir
leur meilleure utilisation comme vecteurs intragielires de molécules. Plusieurs voies d’endocytose
ont été décrites pour linternalisation des nantipales. Elles dépendent des caractéristiques
physicochimiques des nanoparticules (taille, foretegarge de surface, hydrophobicité...), du type

cellulaire impliqgué mais aussi de I'état physiotpge de la cellule (Cartiera et al., 2009).

- La taille des nanoparticules joue un réle majeur dans I'eytdse, capable d'influencer aussi
bien la cinétique d'endocytose que la voie dentloey empruntée. Contrairement aux
microparticules, I'endocytose des nanoparticulegpliome surtout des mécanismes de pinocytose
(Chaudhuri et al., 2011). Les études montrent qdessous de 250nm, les particules sont de moins en
moins sensibles aux mécanismes de phagocytoseaiedll and Couvreur, 2009). Les études
suggerent que la taille des nanoparticules pouimélitencer leurs voies d’entrée dans les cellules.
Cela tient en partie au fait que les vésicules &msnpossédent des échelles de tailles spécifigues,
fonction de chaque voie (macropinocytose : 0,5-5chathrines : 100-200nm ; cavéoles : 50-100nm ;
lipid raft : ~100nm). Ainsi, des particules de l&ib100nm seront plus facilement internaliséeslgar
voie des clathrines, la macropinocytose et la ptygse. En revanche, des nanoparticules de petite
taille (< 50nm) sont plus souvent internaliséesdem mécanismes plus particuliers. Ainsi, Lai et se
collaborateurs ont montré qu’en réduisant la talks nanoparticules on augmente progressivement
leur internalisation par des mécanismes clathria@gbles-indépendants et leur localisation
cytosolique ; tandis qu’'on réduit leur accumulatatans les compartiments acides (Lai et al., 2007).
Enfin, des travaux menés par Lai et ses colleguggésent qu'une taille d’environ 25-30nm

optimiserait 'endocytose des nanoparticules (ltaile 2008).
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- La charge de surfaceinfluence également I'endocytose, et notammentdpacité des
nanoparticules a interagir avec la surface desilesll En général les nanoparticules cationiques se
fixent plus facilement a la surface des celluledcg a leur capacité a interagir avec les récepteur
anioniques présents a la surface des cellules r@épasulfate protéoglycannes, glycosamino
glycannes). Cela se traduit de facon générale paremdocytose plus rapide et plus importante des
nanoparticules cationiques par rapport aux naniepés anioniques et neutres (Kumari and Yadav,
2011). Par ailleurs, certaines données de littératuggerent que la charge de surface peut inflmenc
la voie d’endocytose, en fonction du type celldaibes études avec des cellules Hela montrent par
exemple une endocytose de nanoparticules cationideid’LGA par la voie des clathrines tandis que
les nanoparticules anioniques de PLGA emprunterai@utres voies (Harush-Frenkel et al., 2007).
Des travaux similaires sur les cellules MDCK montrgue malgré une endocytose de nanoparticules
cationiques et anioniques de PLGA par la voie dathrines, seules les nanoparticules cationiques
étaient capables de transcytose a travers leslel{tiarush-Frenkel et al., 2008erumal et ses
collegues observent également une endocytose dieitiénes anioniques dans des cellules alvéolaires
A549 par la voie des cavéoles, et une endocytakmendante des clathrines et des cavéoles pour des
dendriméres cationiques (Perumal et al., 2008)inEl# densité semble avoir son importance, et des
études montrent que des nanoparticules de fortgelie surface (cationiques ou anionique) sont plus

fortement opsonisées et éliminées par phagocy€isenh et al., 1991).

- D’autres parameétres physicochimiques peuvent eégaleninfluencer les mécanismes
d’endocytose des nanoparticules. Par exemple, Gbamgt ses collaborateurs ont montré qu’en
modifiant la forme et lgéométrie des nanoparticules de polystyrene, on modifigitificativement

leur endocytose par les macrophages alvéolairean(@ion et al., 2007). Par ailleurs les proprié&s d
surface comme laéactivité, I'hydrophobicité, et I'agrégation sont connues pour jouer des réles

dans I'endocytose.

Considéré séparément chacun de ces paramétresaptle d'influencer de fagon significative
l'interaction des nanoparticules avec les cellukds leur voie d’endocytose. Cependant, une
nanoparticule se définit par un ensemble de -caisiities physicochimiques susceptibles
d’'influencer ses propriétés. Les concentrationésads, I'environnement biologique et les condision
expérimentales influencent également ces propriéaéségation, forme, interactions de surface,
hydrophobicité). Des études récentes montrent feh gfie I'association de protéines a la surface de
nanoparticules de polyethyleneimine (PEI) modigars mécanismes d’endocytose par les cellules
endothéliales de la barriere hémato-encéphalighar(@et al., 2009; Chang et al., 2012; Georgieva et
al., 2011).
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VI. DEVELOPPEMENT DES NANOPARTICULES COMME VECTEURS DE

MEDICAMENTS A TRAVERS LES VOIES RESPIRATOIRES

6.1. L'utilisation des voies respiratoires pour I'a dministration

de médicaments

Explorer les possibilités qu'offrent les voies reaires (VR) pour la délivrance de médicaments es
un enjeu croissant de la recherche médicale. L'idést toutefois pas nouvelle et les VR sont @éis
depuis longtemps, de facon traditionnelle, poudrimistration de certaines substances telles que
I'opium et le tabac (Gonda, 2000). Sur le plan roédide nombreux principes actifs tels les gaz
anesthésiants, des antiasthmatiques, hormoneagdats antiparasitaires ou méme des protéines sont
administrées par les VR (Labiris and Dolovich, 2008us récemment, I'avancée des connaissances
en biologie et le développement des techniques qaledi ont permis de mieux comprendre les
mécanismes d’absorption des molécules dans la maqueespiratoire, et la délivrance de
meédicaments par les VR apparait chaque jour urppesucomme une alternative sérieuse aux autres

voies d’administration.

En effet, 'administration de médicaments par 1€& &t un mode d’administration non-invasif, facile
d’'acces, qui permet aux molécules d’éviter le peenpassage métabolique dans le foie (Sakagami,
2006). Les VR depuis les cavités buccale et ngsatpi’aux poumons constituent une large surface

d’'absorption potentielle de médicaments (figure 12)
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Elles posseédent de nombre atout:: une faible épaisseur de cellule héliale, une activit
enzymatique faible par rappa@tix voiesorale et systémique, une faildeuchede mucus comparée
la muqueuse gastiatestinale figure 13 (Agu et al., 2001gt une forte vascurisation sou-jacente,
trés intéressant pour le pass des moléculedans le sang (Sakagami, 200Bnfin, la muqueuse
respiratoire est un site d’abscion trés connecté a I'ensemble de I'organisndapté a la délivran:
de molécules a action locale nme systémiqueDans le domaine de la vacctior par exemple, des
études montrent qu&tiministration intrenasale ou pulmonai@antigénes pales voies respiratoir
stimule une protection immuitaire dans I'ensemble de I'organisme, y mpris dans d’autre

mugqueuses (Neutra and Howski, 2006; Ninomiya et al., 2002; Slutter et 2010'.
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Cependant, par sa fonction dinterface entre I'nigme et le milieu extérieur, la muqueuse
respiratoire s'organise également en une barrigveegtrice qui limite le passage des particules et

pathogenes exogeéenes.

C'est une barriere composée de plusieurs élémeunss fanctions a la fois spécifiques et

complémentaires:

La clairance mucociliaire (CM) ou mouvementmucociliaire est un mécanisme actif et continu qui
permet le transport du mucus des conduits respieatosers le tractus gastro-intestinal. Ce mécamis
en séquestrant puis éliminant les particules i@salést le principal responsable du « nettoyages» d
conduits respiratoires. Le mucus respiratoire esfluide hypotonique d’environ 10pum d’épaisseur
composeé d'eau (95%), de sels (1%), de protéineglyebprotéines (mucines) (1-2%) et d’autres
éléments (Houtmeyers et al., 1999; Widdicombe, POD8 battement des cils est un mouvement
continu, synchrone et rapide (fréquence d’envirbf2@Hz) qui en déplacant la couche de mucus
d’environ 10-100um par seconde permet de renoulelenrtalité du mucus respiratoire toutes les 10
minutes (Cone, 2009).

La barriere cellulaire. Les conduits respiratoires sont tapissés paliguitss types cellulaires aux
fonctions spécifiques (cellules cubiques, cellutgdindriques ciliées, cellules de Clara, cellules

séreuses, cellules a mucus, pneumocytes...). Cagdeseliées entre elles par un étroit réseau de
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jonctions serrées et adhérentes, forment une barcéllulaire imperméable aux xénobiotiques et
macromolécules. De plus, elles sécrétent de norskeseunolécules (protéases, antioxydants,
lysozyme, défensines) qui participent & la sigaéili; cellulaire et a la protection de la muqueuse
(Petecchia et al., 2009; Polette et al., 2007).

La barriere immunitaire. Elle est constituée d’'une part, par une abondpopilation de cellules
phagocytaires qui capturent et dégradent les p&tidnhalées, et d’autre part, par la productien d
nombreuses molécules de I'immunité innée et adaptétomplément, opsonines, immunoglobulines,

défensines, lysozyme...).

Une barriere biochimique constituée par des nombreuses hydrolases secrétéiedétruisent les

molécules en suspension.

L'action combinée de tous ces acteurs va faire alanlqueuse respiratoire un environnement
extrémement sélectif, hostile a la pénétration decromolécules. Envisager la délivrance d'une
molécule d'intérét pharmaceutique par les VR rdvidonc au préalable a mettre en place des
stratégies permettant de franchir ces barrieresst-@-dire d’améliorer la protection, le transpeirt

I'absorption des molécules dans les VR. Parmi saliele développement de vecteurs colloidaux et

notamment des nanoparticules, montre des résahatairageants.

6.2. Nanoparticules comme vecteurs de molécules dan s

les voies respiratoires

Les nanoparticules sont de plus en plus développ@ame systemes de délivrance de molécules dans
les VR. En effet ces vecteurs colloidaux sont cigsatbe protéger les molécules d’intérét de I'action
des hydrolases, d’éviter la phagocytose par lesaphages et d’améliorer 'absorption des molécules,
leur passage et leur pharmacocinétique dans legfigle 14) (Azarmi et al., 2008; Sung et al.,
2007).

Ces propriétés des nanoparticules sont détermpa¥deurs caractéristiques physicochimiques (taille
forme, nature chimique, propriétés de surface).d@esctéristiques physicochimiques et notamment la
taille et les propriétés de surface, sont déterm@sapour I'interaction avec le mucus et I'échappeim

aux mécanismes d’élimination (clairance mucoc#ipirElles influencent I'efficacité des vecteurs
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nanoparticulaires en agissanincipalemenisur trois grands paramétres :dépoét régional dans I

conduits respiratoires, I'interaon avec le mucus et I'interaction avec les cek
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Figure 14. Franchissement de barrieres respiratoires par les nanoparticlzs. Lymphoid nodes
(LN), gastrointestinal tract (GI).

Le démt des particules inhees le long des couits respiratoires se faibar cing mécanisme
principaux (tableau)2qui dépexdent directement de leur diamétre hydrodynue et de leur densité
(Heyder et al., 1986).

Tableau 2 Mécanismes de dé6t des particules inhalées dans les voies reqtoires

Microparticules Nanoparticules
. . - . Diffusion Interactions
Interception Impactation Sédimentation D Ay—. I e
Description Interaction avec la Collision avec les Dépdt des Déplacement das Interactions moléculaires
surface des conduiiparois pendant le particules sous le mucus avec les composants de
transport I'action de la la muqueuse
gravité
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Parametres Diameétre Masse, vitesse de Masse de la Diameétre Nature chimique de la
déterminants  hydrodynamique ['air particule hydrodynamique particule

Cela s’explique d’'une part par I'architecture etdpographie particuliére des conduits respirasoire
(courbures, bifurcations, diminution de la taille et)d’autre part par la présence de mucus quidepis
ces conduits. Les particules de grande taille sapidement arrétées et déposées dans les conduits
respiratoires supérieurs (Alfoldy B et al., 200%gharian et al., 2006). Les particules de petitie ta

et notamment les nanoparticules sont capablesé&tlac@ toutes les régions du tractus respiratpire,
compris les plus profondes (figure 15). Elles smivie flux de l'air inhalé et leur dépdt dépend

principalement de leur capacité a interagir aveaniecus Hoffmann, 201}, et donc de leurs

caractéristiques physicochimiqué&e(ra et al, 2000

Pharynx (throat)

5-=10pum
— Epiglottis
Tongus/ .4 1 \ (covering top of
Larynx” L\ larynx)

Vocal cordsr_ S - Oesophagus
Trachea X (to stomach)
(windpipe

Bronchus
to lungs) | (large airway)
3—5um

S — Alveoli

Bronchioles

Figure 15. Dépbt régional des particules dans leoies respiratoires en fonction de leur taille
(Brown, 2005)

Deux principales catégories de nanoparticules stiveloppées pour échapper a la clairance
mucociliaire, ce sont les nanoparticules mucoashéset les nanoparticles mucopermissives. Les
nanoparticules mucoadhésives sont des nanopadicodgpables de s’'associer fortement aux
muqueuses (Salamat-Miller et al., 2005). Ellesagaatérisent par un temps de résidence plus long et
une biodisponibilité plus importante dans le tractespiratoire (Patil and Sawant, 2008). Plusieurs
types de nanoparticules mucoadhésives sont dévédampmme vecteurs de molécules dans les voies

respiratoires. Parmi celles-ci les nanoparticuledygaccharidiqgues et plus particulierement les
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nanoparticules a base de chitosan sont les plakéétu Le chitosan est un polysaccharide naturel,
biocompatible, biodégradable et peu toxique (Re#tl.e 1998; lllum, 1998). Des études montrent que
des liposomes ou des nanoparticules de PLGA vdiemt absorption et leur biodisponibilité
significativement augmentées dans les VR quand elmt recouvertes de chitosan (Tahara et al.,
2009; Takeuchi et al., 1996). De nombreuses étodegrent que la formulation d’insuline dans des
nanoparticules de chitosan augmente significativiersa biodisponibilité dans les VR et sa durée
d’activité¢ dans le sang (Fernandez-Urrusuno et #899; lllum, 2007). Les nanoparticules
mucopermissives se caractérisent par leurs ptéprgui minimisent les interactions avec le mucus
respiratoire, permettant aux nanoparticules deepaspidement a travers celui-ci pour atteindre les
cellules (Lai et al., 2009). Cette propriété esenbe en recouvrant les nanoparticules d’'une codehe
polymére hydrophile neutre (généralement PEG) édiit les interactions avec le mucus. Toutefois,
cette catégorie de nanoparticules reste encorel@eloppée. Enfin, les nanoparticules sont capables
de traverser la barriére de cellules épithéliatefaccéder a la circulation sanguine. Ce passage p
se faire entre les cellules (para-cellulaire) dvasers les cellules (trans-cellulaire). Dans ls dain
passage para-cellulaire, les nanoparticules romjaatiiésion cellulaire en déstabilisant les jortsio
serrées (Vllasaliu et al., 2010). Le passage tcefigfaire quant a lui se fait par transcytose des
nanoparticules vers le cété basal des cellulegsdpur endocytose sur la face luminale (Takentka e
al., 2012).

Une fois la barriére cellulaire franchie, les naambipules sont capables de translocation a trdesrs
cellules endothéliales des vaisseaux qui irriguesst conduits respiratoires, et d’accéder a la
circulation sanguine (Muhlfeld et al., 2007). Caitepriété rend les nanoparticules intéressantes po
la délivrance dans les VR, de molécules a actistésyique. Ainsi, les nanoparticules sont des
vecteurs adaptés au transport de molécules dangReses nombreuses recherches sur différents
domaines d'application tels que la vaccination (Eaial., 2011), la délivrance de protéines
thérapeutiques (Dong et al., 2010), I'imagerie rogid@i (Ahlstrom et al., 1999) ou encore le ciblage d
systéme nerveux central (Liu et al., 2011b; Lialet2012) montrent des résultats trés encourageant
Une compréhension plus approfondie de I'importate® caractéristiques physicochimiques dans leur
interaction avec la muqueuse respiratoire pernietteaconcevoir des vecteurs nanoparticulaires de

plus en plus performants pour la délivrance dan¥R.
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REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

NANOPARTICLES FOR AIRWAY DELIVERY OF PEPTIDES AND
PROTEINS

Présentation

Ce chapitre présente une revue bibliographiqueigriblans le journal Biomaterials. Il s'agit d'uatét

de l'art montrant I'intérét de développer des namtpules comme systéme de transport et de
délivrance de protéines et de peptides dans les vespiratoires. Nous y présentons une description
des voies respiratoires humaines, leur structen, histologie, leur fonctionnement, et leur intéré
comme voie d'administration des médicaments. Laugeprésente des exemples d'utilisation de
nanoparticules pour la délivrance de peptides @roigines, pour de nombreuses applications (cancer
vaccin, diabéte...). Nous montrons lI'importance dexppétés physicochimiques des nanoparticules
utilisées, les avantages et limites des différeagwoches. Enfin, la revue se termine par uneepart
conclusion et discussion qui fait une synthésetolesux de la littérature et nous y abordons les

questions de toxicité, et du type de protéine ptése un intérét pour ce mode d’administration.
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ABSTRACT

Delivery of peptides and proteins via the airwagsone of the most exiting applications of
nanomedicine. These macromolecules produced at dudgle could be used for many therapeutics
applications, however due to their poor stabilityphysiological medium, their low potential to csos
biological barriers, most of these macromolecuk®snot be used in therapy. Nanoparticulates drug
delivery systems have emerged as one of the mostiging technologies to overcome this limitation,
owing mainly to their demonstrated capacity to srbslogical barriers and to enter cells in high
yields, therefore improving macromolecules delivehy this review, we summarize the current
advances made on nanoparticles designed for tramusalu delivery of peptides and proteins.

Challenges that must be overcome to derive clifieakfit are discussed in perspective.
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INTRODUCTION

Since the first attempts to administer inhaled linsm the early 1920s, airway delivery of proteimess gradually emerged as
a serious non-invasive alternative for proteins iatstration. Indeed, the human respiratory tra@nseasily accessible route
with a large surface, which allows molecules todsgthe first metabolic passage in the liver. Megeothe low thickness
of the epithelial barrier, the vast underlying w#ature, the low proteolysis activity, the low atydand the thinner mucus
layer compared to the gastrointestinal mucosa, ritakairways suitable either for local and systeapplications (Agu and
Ugwoke, 2001). However the respiratory mucosa formsvery tight and complex barrier, hardly permeabde
macromolecules such as proteins. Indeed, protéime are poorly bio-available in airway, due to pability to cross the
epithelial cells wall, proteolysis, rapid eliminati by macrophages and muco-ciliary clearance. kample, insulin has an
extremely low systemic bioavailability (about 1%@lléwing intranasal administration (lllum, 1994).mdng strategies
developed to improve proteins bioavailability atda@rption through the respiratory mucosa, the @iseltoidal carriers and
especially nanoparticles rise high attentions. éadenanoparticles are demonstrated to provide akwenefits such as
protein stability, bioavailability, targeting, ufgand biological activity. In this review, we pees a synthesis of studies that
show through different fields of applications, theerest of using nanoparticles both local andesyst application. We will
present the functioning of the respiratory trastwell as challenges to be overcome to enabletefedelivery of proteins.

We will give examples for therapeutic proteins dedy in cancer therapy, CNS targeting, allergy armdcination.
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STRUCTURE AND FUNCTION OF HUMAN AIRWAY

Description

The airways form an organized structure with unigqoerphology, made of several components:
epithelial and non-epithelial cells, sub-mucosandta muscular tissue, lymphoid tissues, vasculdr an
nervous elements. In the process of breathingjrthaled air is transported throughout successive
conducts, from the nasal cavities to the lungs. fitmman respiratory tract is subdivided into three
successive parts as shown in Fig.1 (ICRP, 1994T.h@ upper airways or (extra-thoracic region) are
the gateway for entering air and comprise succelysihe nasal cavity, the pharynx and the larynx.
They also participate in other functions such agnpkion, olfaction and deglutition [1]. (ii) In the
thorax, the upper airways give way to the trachewothial region, responsible for air conduction and
protection from inhaled particles, and are suceegsimade of, the thoracic section of the larymd a
the tracheobronchial tree. The tracheobronchia isecomposed of the trachea and the two bronchi
which are divided in their deep parts into manycegsive branches with smaller sections named
bronchioles. (iii) The respiratory part of the aays corresponding to the alveolar region. There are
made of the respiratory bronchioles, alveolar dacis the alveoli. Lungs are massive spongy organs
composed of respiratory bronchioles, pulmonary @hand capillaries. The lungs alveoli are highly
vascularized small bags made of thin wall pneunesgytvhich role is to ensure respiratory gas
exchanges with the blood. From the upper to th@eteeegions, the airway ducts diameters gradually
decrease while the number of branches and thecsudeea increase. Therefore, the surface area
gradually increases from approximately 4m?2 in the bronchi, to reach 110-140 m? in the lungs. This
unique organization ensures high volumes of gakange, to a total lung volume of about 5500 ml

[2]. This large surface area makes the airway tarasting route for protein absorption.

The airway mucosa is the primary defense of the respiratory

The airway mucosa tract is responsible for airmagmeostasy, humidification, mucous secretion,
mucociliary clearance and antibacterial defenseT8g epithelium lining the airway is covered by a
10um film of mucus [4]. This mucus is a hypotorlicid made of 95% water, 1% salts (1%), 1-2%
proteins and glycoproteins (mucins), and other efl@m [5]. Mucins are secreted or membrane-
associated high molecular weight glycoproteinsdpoed by mucus secreting cells. They are highly
glycosilated as 80% sugars are linked to a prqtei rich in threonine and serine amino acids [6].
Several molecules secreted by airways cells ameptén airways fluids and participate in protectio

against infections, cellular communication and ulell regulation. These molecules are mainly

secreted by serous cells (proteases, antioxidgstszyme, lactoferrin, defensins, secretory leukecy
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peptidase inhibitor, lactoperoxidase). Pneumocyesret surfactant proteins and some peptides,
proteins are also secreted by macrophages. Morasevem proteins are also present in the mucus as
they diffuse through the epithelial cells by diffat mechanisms including transduction. The
mucociliary clearance is the active transport @& thucus along the airways ducts to the digestive
tract, due to coordinate motion of cilia presentaimvays ciliated cells. Under normal situatioriaci
motion is a constant mechanism on the frequend@gelf5 Hz, performed by airway epithelial ciliated
cells under neuro-stimulation [7]. The mucociliaigarance, supported by the mucus production plays
a major role of innate immunity, by entrapping agldminating inhaled particles and pathogens

present in the airways [8].

Anterior
Nasal Passage

Extrathoracic :oster:;:r
Region asal Passage

SRR
Pharynx Nasal Part
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Larynx
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Trachea
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bb \ / Bronchiolar

L&‘ Alveolar Interstitial
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Figure 1: lllustration of the major anatomical regions of the human respiratory tract (ICRP, 1994). Abbreviations: ET1:
anterior nasal passages; ET2: posterior nasal passages, naso-oropharynx, and larynx; BB: bronchial region, including trachea
and bronchi; bb: bronchiolar region consisting of bronchioles and terminal bronchioles; Al: alveolar-interstitial region,
consisting of respiratory bronchioles, and alveolar ducts and sacs surrounded by alveoli [2].
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Aside the mucociliary transport, macrophage phamety plays major role in the protection of the
respiratory tract. The two mechanisms are compléangrand act in different manners along the
airways. Indeed, the mucociliary clearance operatdg in the airways ducts while macrophages
operate in the lungs alveoli, and are responsifiepérticles clearance in the deep lungs, including
fine and ultrafine particles [9, 10]. Phagocytasifacilitated by opsonization, which is the attaemt

of proteins on the patrticle surface making it maegble by surface receptors on phagocytic cells [1
12]. The airway are characterized by specific opsosuch as the surfactant protein-A (SP-A) and
surfactant protein-D (SP-D), which are principalcreted by type Il alveolar cells, and few by &€lar

cells and some submucosal glands cells [13-15].

The airway cells

The epithelium lining the airway is a continuougelaof cells bounded together with multiple tight
junctions [16]. The integrity of these tight jurars is important to maintain impermeability toward
xenobiotics and was also demonstrated to play inlesll signaling and proteins expression [16, 17]
This epithelium is made of several cell types wdifferent but complementary functions, whose
proportions vary all along the respiratory traeb(e 1). For example, the epithelium lining theyther

is a squamous stratified epithelium [1], while th@chea is covered by a pseudo-stratified layer of
columnar ciliated epithelial cells. In humans, atiéid cells represent about 56% of epithelial dalls
the trachea then their proportion gradually de@sas about 15% in the fifth generation bronchioles
[18]. They persist throughout the major bronchi anthe respiratory bronchioles, and then give way
to a cubical epithelium in the periphery. In theepairways, goblet cells proportion toward ciliated
cells is estimated to 1 for 5, then both ciliated @oblet cells numbers gradually decrease in small
airways in favor to Clara and serous secretingsdgll 18]. Finally in the lungs, the epithelium is
mainly composed of alveolar epithelial cells; swimkd into two different cells types: the type Il

pneumocytes representing the large majority ane kymeumocytes.

Many secreting and non-secreting cells such asrdienckells, macrophages, Clara cells, serous cells
goblet cells and mucous-secreting cells, also peliein the composition of the airways mucosa [6].
There are responsible for mucus secretion, proteiesretion, xenobiotics metabolism, cell
communication, and airway protection, maintenanael alifferentiation. Furthermore, some
environmental stresses such as airways injury nstoaction, inflammation, asthma and cystic fibsosi
were shown to influence airways’ cells proportiomd aorganization [19]. Finally, the ubiquitous
exposure to airborne assaults make the airwaybedipitn a very dynamic tissue in constant renewal,

with a total turnover estimated to 30-50 days, suqgported by numerous progenitor cells [8, 20].
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Table 1: Principal airway cells

Characteristics Localization(s) Function(s) References
Stratified non ciliated . .
Squamous cells cells Pharynx, larynx Protection, secretion [1]
Ciliated Pseudo-stratified ciliated . . - . .
Trachea, bronchi, bronchioles Mucaociliary clearance, immunity [18]
columnar cells cells
. . Secretion, surfactant synthesis and
Typell Spherical cells with R . . v L
. Lungs, respiratory bronchioles regulation, gas exchange, xenobiotic [19, 21]
pneumocytes dense lamellar bodies . .
metabolism, progenitor cells
Typel . . . .
Thin cells Lungs, respiratory bronchioles Secretion, gas exchange [19, 21]
pneumocytes
Clara cells Ovoid non ciliated cells Bronchioles protection, immunity, progenitor cells [22, 23]
Electron dense large Tracheobranchial tree, .
Goblets Cells g . Mucous secretion [7, 18]
granules bronchioles (rare)
Electron-dense
cytoplasm, much
Serous cells Small bronchi and bronchioles Mucous and proteins secretion [24]
rough endoplasmic
reticulum
. Alveoli, Connective tissue, Phagocytosis, antigen presentation,
Large cells with dense ) . .
Macrophages ranules pleural space, and pulmonary inflammation, neoplastic cells [9, 25]
g capillaries destruction, secretions
Large cells with dense NALT, Interepithelial space, . . .
... g . P . P Inflammation, innate/adaptative
Dendritic cells granules and below lamina propria, alveolar . ; . [26]
. ) o immunity, secretion
pseudopodia interstitium
Endocri
ndocrine, Smooth muscle tone, mucous
Dense-core granulated Surface epithelium in bronchi
Kultchitsky and (DCG) cell P ’ - ) ) [27]
secretion and ciliary stimulation
Feyrter cells

NANOPARTICLES AS AIRWAY DELIVERY SYSTEMS

Nanoparticles have several advantages as airwayedelsystems. Their small hydrodynamic
diameter allows them to partially avoid clearanod #o deposit in every region of the respiratory
tract, including the deep lung. Numerous studiasludingin vivo experiments and computational
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modeling described the influence of particles simetheir local deposition along the airway [2, 28,
29]. It is widely accepted that, particles belowr8are more susceptible to reach the deep lung [30].
Moreover, smaller particles and especially nanigag (<100 nm) are preferentially expected to
reach the deep lung, the trachea-bronchial tred, rawsopharyngeal region [31]. In addition,
nanoparticles are less susceptible to phagocytsigpared with larger particles. Indeed, several
studies converge to a size-range of approximat&h3m in which particles’ phagocytosis is optimal
[32, 33]. For example, Lunov and co-workers showrest polystyrene particles with sizes between
250nm and 3um were preferentially phagocytosed dgraphages [34]. Interestingly, this size range
fits with the role of macrophages in pathogen elree, as 14m represents the most common size of
airborne and waterborne bacterial pathogens [3b,S¥#veral studies showed that nanoparticle uptake
by macrophages is highly depend on their propeainestheir physicochemical characteristics such as
size, surface charge, shape, mucus interaction embcytosis [10, 37, 38]. For example, a
hydrophobic surface is known to facilitate nanopset phagocytosis, while the shape influence

attachment and internalization by macrophages33p,

In addition, NP can improve the bioavailability mblecules in the airway, due to their ability to be
deposed in the mucosa. Mucoadhesion is the paticoteraction of a mucosal membrane with a
synthetic surface; therefore mucoadhesivity of panticles is their ability to interact with a mueos
surface [39, 40]. Mucoadhesive nanoparticles wewvad to have longer residence time and improved
bioavailability in the airway. This property was osin to be influenced by nanoparticles
physicochemical characteristics such as surfacegehaize, porosity and the nature of the polymer
[41]. Different mucoadhesive polymers have beemnteg in the literature, including chitosan (CS),
alginate, polyvinyl pyrrolidone, polyacrylic acidogolymer, polyvinyl alcohol copolymers, and
cellulose derivatives [42, 43]. Among them, polydaarides such as chitosan and its derivativesretai
high attention due to their biocompatibility, bigiadability and low toxicity [44-47]. Takeushi and
co-worker showed that surface coating of liposométh CS polymers highly improved their
absorption to mucosa proportionally to CS percentagpmpared to uncoated liposomes [48].
Moreover, PLGA nanospheres coating with CS improtleglr uptake by A549 alveolar epithelial
cells, without causing additional cytotoxicity [49nhterestingly, it has been reported that coating
nanoparticles with polysaccharide polymers may &fads their interaction with opsonins [50, 51].
Recently, lectins are developed as cyto-adhesilygm@s, due to their ability to preferentially bind
epithelial cells surface receptors. Therefore caomnigi nanoparticles with lectins is an emerging
strategy under investigation to improve their ayvimoavailability by allowing direct attachment to

the epithelial cells, and thus limiting interactsorith the mucus [41, 52].

Another advantage of nanoparticles is their abildybe highly endocytosed by airways epithelial
cells. The endocytosis pathway principally depemashe nanoparticles properties [53, 54], and cell

type into consideration [55]. In a recent studyni®Ocationic maltodextrins nanoparticles (NRere
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found to bind anionic receptors on human bronofyithelial cells, followed by a fast internalizatio
via the clathrin endocytosis pathway [56]. Indeexhaparticles with cationic surface are usually
known to bind anionic receptors, typically from tfaamily of glycosaminoglycans (GAGSs) such as
heparan sulfate proteoglycans (HSPGSs), syndecateylijcans and glypicans [57-60]. Similarly, the
clathrin route was described for the uptake of itlniferent nanoparticles by airways cells, in@hggd
chitosan nanopatrticles [61], PLGA nanoparticles B#, gold nanoparticles [63], and hanodiamonds
[64]. On the other hand, other endocytosis mechanisuch as caveolae mediated uptake, non-
clathrin/caveolae uptake and macropinocytosis, weseribed in the internalization of nanoparticles
and virus by airway cells [53, 65]. For example, MNanoparticles were shown to penetrate BEAS-
2B airways cells via a caveolae mediated endocy{@§]. In a same manner, macropinocytosis was
found to be implicated in nanoparticles uptake ioway macrophages, additionally to phagocytosis
[67]. Interestingly, it was reported that protemtsachment on nanoparticles surface (opsonization)
may influence their uptake. Indeed, opsonizatiompal/styrene particles with immunoglobulin was
found to modify their endocytosis mechanism fromtlolins and macropinocytosis pathways, to
phagocytosis [34]. Other studies showed that natiofggs can cross alveoli cells by transcytosigl an
merge into the bloodstream [10, 68, 69]. This ti@saion of nanoparticles also constitutes an
interesting asset for systemic drug delivery, felltg airways administration [69-71]. In summary,
nanoparticles elicit considerable advantages aggidelivery systems. They are able to be deposed
efficiently in the airway tract, to avoid clearanoeechanisms, and to take advantage of the
endocytosis machinery of airway epithelial cellsaking them highly potent vectors for

macromolecules delivery systems.

NANOPARTICLES FOR AIRWAY DELIVERY OF PEPTIDES AND
PROTEINS

Associating nanoparticles with proteins is an eséng strategy to improve their bioavailabilitydan
biological activity following airway delivery. Ind®l, using nanoparticle delivery systems is expected
to provide benefits such as, protein stability,tsned release, intracellular targeting, cell/tessu
targeting and improved uptake by airway epithetealls [72-74]. Numerous methods to load
nanoparticles with proteins have been developeduding encapsulation, surface adsorption, and
chemical linking [75]. For example, 50nm self askkd cationic nanogels are known to strongly
interact to form stable nanoparticles even in presef serum [76]Particle coating with hydrophilic
polymers such as Peg and CS was shown to impreweahility to deliver proteins across the nasal
and intestinal mucosa [77]. Numerous nanopartickeg been developed to promote airway delivery
of proteins, including mucoadhesive systems, tiginiction disrupters, and macrophage targeting

systems. For example, it was shown thatcoadhesive nanoparticles can improve proteinighept
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absorption and residence time in mucosa [78, 79redver, nanoparticles have are expected to

enable long-term bioavailability and controlledeade of therapeutic proteins [74].

APPLICATIONS

Airway delivery of therapeutic proteins

So far, insulin is the most documented exampleeptige delivery via the airway. Studies of inhaled
insulin for the treatment of type 1 and 2 diabetese reported since the early 1920s, when Laqueur
and Grevenstuk showed an insulin bioavailabilitterafintra-tracheal administration (Laqueur and
Grevenstuk, 1924). Intranasal insulin was also shtavelicit long-term control of plasma glucose
compared with the conventional subcutaneous adtratiizn, while having similar mechanisms of
glycemia control [80-82]. However, many studieoalksported a low systemic bioavailability of nasal
insulin (less than 1%) [47], therefore requiringyweigh doses of insulin, up to 10 times more [83].
Although therapeutic peptides and proteins sucmsadin can cross the air-blood barrier [84], their
absorption through airway epithelial cells is sgigriimited by the airways clearance mechanisms, th
low penetration through cell membranes and thecditfy to determining effective doses depending
on patients [83]. Numerous studies showed thatczessng insulin to nanoparticles can improve their
bioavailability in the respiratory mucosa. For ex¢en PEGylated chitosan nanoparticles were shown
to enhance insulin absorption to a greater extentpared to non-nanoparticles chitosan and insulin
alone [85, 86]. Chitosan nanoparticles were alsmdicto enhance nasal absorption of insulin in tabbi
regardless insulin molecular weight [87]. RecentliyQadi and co-workers showed that intratracheal
administration of dry powder of insulin microencalaged in chitosan nanoparticles increased its
distribution in the deep lungs, and released aobiohlly active form of insulin in rats’ blood.
Moreover, they observed a more pronounced and myehb effect compared to non formulated insulin
[88]. Moreover, mucoadhesive liposomes (coated wihiitosan) significantly reduced plasma glucose
compared to non mucoadhesive liposomes [89]. Famele, coating liposomes containing insulin
with chitosan was found to produce a significawtution of glucose level in rat blood for more than
12 hours after administration [48]. Similarly, Siat and co-worker showed that, intranasal
administration of insulin microemulsion was able dontrol glucose level in plasma with good
permeation and pharmacokinetic/ pharmacodynamigeoable to subcutaneous administration, with
no need for co-administration of absorption enhaf@e]. In a same manner, the L-penetratin cell
penetrating peptide (CPP) was found to increasdiinpermeability across nasal epithelial celleaft
intranasal delivery in male Sprague Dawley rats].[9These results show that, intranasal

administration of insulin bounded nanoparticle r@amising non-invasive strategy to treat diabetes.
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Aside insulin, a large numbers of proteins are watald in airway delivery including peptide
hormones (calcitonin, oxytocin, growth hormone, atastatin, thyroid-stimulating hormone, follicle-
stimulating hormone), growth factors (colony stiating factor, granulocyte monocyte-colony
stimulating factor, Insulin-like growth factor) amgtokines (IL-2, IL-12) [83]. Chen and co-workers
showed that formulating calcitonin (a 32 amino-apalypeptide hormone used in the treatment of
bone diseases such as Paget's disease, hyperealostebporosis and bone metastasis) in liposomes,
were found to produce an activity comparable tocatdneous injection, with a significant
improvement of calcitonin absorption and hypocalieeattivity, compared to calcitonin alone [92].
Same results were obtained using different liposo[@8]. Positively and negatively charged gelatin
nanoparticles were also shown to enhance calcitamiranasal administration [94]. Moreover,
pulmonary delivery of calcitonin loaded in gelathitosan nanoparticles was found to produce a
sufficient pharmacological availability with a prmmced hypocalcemic effect for more than 24h [95].
In a same manner, incorporation of elcatonin (aitwalin derivative) in chitosan-PLGA nanospheres
produced a prolonged reduction in blood calciumdeer 24h compared with the drug solution and

the unmodified nanospheres which was rapidly remdneed lung [78].

Protein delivery for vaccination

Most of the antigens used for intranasal vaccimatioe proteins immunogenic enough to generate
effective protection against the pathogen in carsition. However, due to barriers encountereden th
respiratory mucosa, antigens alone are not effectty generate sufficient immunity; therefore
adjuvants are used to increase their immunogenititg main challenge in intranasal vaccinatiomis t
target the Nasal Associated Lymphoid Tissue (NAOTe NALT is mainly located in the pharynx as
a ring of lymphoid tissue (Waldeyer's ring) justlde the epithelial surface, and contains many
lymphoid follicles (B-cell areas), macrophages deddritic cells (figure 2). The epithelium forming
the NALT comprises ciliated epithelial cells, musagoblet cells and non-ciliated cells similar te th
M-cells present in the Peyer’s Patches in the timastract. These particular M-cells are respadlesib
for uptake and transcytosis of antigens from thmaen to the NALT [96]. Numerous studies showed
that nasal immunization not only can produce Iseakretion of IgA in the airway mucosa but also can
produce systemic IgG [97]. Moreover, intranasalciration was shown to induce immune responses,
on distal mucosal lymphoid tissues including thal @and vaginal mucosa [98, 99], and stimulate a
protective immunity toward different pathogens HIA00, 101], human papilloma virus [102] and

influenza virus.

Nanoparticles are considered as highly potentidively systems for antigen delivery in the
respiratory mucosa, able to protect antigens agdatgadation and to deliver it to antigen presenti

cells [103]. They were shown to improve antigentgeton, recognition and uptake by the lymphoid
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tissues, and in some case to lead modulation ofinimune response [104]. For example, some
nanoparticles such as chitosan, PLGA, and polystyrenoparticles were found to highly improve
antigens uptake by the NALT [105-108]. Polysacdterilerivatives nanoparticles, such as trimethyl
chitosan (TMC) nanoparticles were shown to enhamtigens residence time in the airway mucosa,
and the production of IgG and IgA [109]. Recenfiy}yC was shown to induce the production of
several maturation markers by the DCs [97, 110itHemmore, surface coating of nanoparticles with
mannose moieties was shown to improve their upbgkénmune cells by enhancing macrophages
targeting [111]. This strategy is of interest, agcrophages rather than DCs have been found to be

responsible of immunomodulation in some specifitguas for airways infection [112].

The surface glycoproteins hemagglutinin and neunalase are the most commonly used antigens
proteins for influenza virus vaccination and nunusrattempts of formulating hemagglutinin with
nanoparticles have been achieved to develop a flasalccination. For instance, the polysaccharide
nanoparticles, Supra Molecular Biovector (SMBV) emwdent clinical trial as proteins delivery system
for intranasal vaccination against nasal flu [11ABV were shown to produce local and systemic
immunity after intranasal vaccination in mice, @giilepatitis B antigens [114], MenC [115].
Moreover, SMBYV were able to stimulate both Th1 d@h@ immune response, without modification of
IgG profile compared to intramuscular administratift15]. In a same manner, liposomes and
liposome based structures formulated with shorthliigconserved influenza peptides produced
protective immunity against influenza virus infecti[112]. In a recent study, Gupta and co-workers
also showed that, single intranasal vaccinatiomigke with hemaglutinin using chitosan coated PCL
nanoparticles increased the production of Thl am2i dntibodies compared to antigen alone, without
modifying antibodies isotypes profiles. Interesinghey also showed that longer retention in airwa

using chitosan coating resulted in higher produmctiblgG antibodies [116].

Another interesting example of intranasal immurndatusing protein associated nanoparticle is for
vaccination againstMycobacterium tuberculosisTo date, the most common strategy against
tuberculosis is vaccination with Bacillus CalmeBaérin (BCG). However, BCG was shown to be
mainly effective in the childhood. The protecti@ué with age [117] and immunization of adults with
BCG does not produce reliable protection [118, 1IMjerefore, nanoparticles are increasingly
investigated for vaccination and immunization bansadults, especially as recent studies showed tha
intranasal vaccination with antigens may boost imenprotection in adults. The proteins ESAT-6,
Ag85B, and ESAT-6/Ag85B (fusion protein) are immgeaic proteins commonly used for
immunization against Mycobacterium tuberculosis TYfL20]. PLGA nanopatrticles formulated with
ESAT-6 or with Ag85B were shown tanduce a strong immunity anchemory T cell response in the
lungs and the thoracic lymph nodes after intranadatinistration [121-123]. Similarly, adjuvanted
Pluronic-stabilized polypropylene sulfide nanopaes conjugated with Ag85B enhanced production

of polyfunctional Thl responses in the spleen,Itimg and lung-draining lymph nodes, as well as
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Th17 responses, after intranasal administratiod][IPhese results bring encouraging perpectives for
the development of new non-invasive anti-tuberdalgaccines, with long term immunity in children
and adults.

Finally nanoparticles also showed abilities to gateeimmune protection against infections othentha
airway’s infections, after intranasal immunizatiaith protein. For example, The HIV's membrane
glycoproteins gp120, gpl24 and gpl60 were showmrtmuce efficient systemic and mucosal
protection against HIV infections in animal, whesrmulated with various nanopatrticles, including
liposomes [101], PLA nanoparticles [128famma-PGA nanoparticles [110] and polystyrene beads
[126]. Although intranasal vaccine using nanop&fprotein formulations are not yet available ie th
market, these achievements illustrate the poteotinhnoparticles for the delivery of protein artig

via the airway.
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Cancer

Proteins play major roles in the processes of saganesis and tumor persistence. They are involved
in every cellular mechanism including cell signglinproliferation, migration and apoptosis.

Moreover, cancer cells are known to express/ovpremss several proteins markers. Therefore,
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numerous anti-cancer therapies take advantageegbriftein-protein interactions to develop proteins
and peptides based drugs, in order to specifitaliyet membrane proteins or to impede intracellular
machinery of cancer cells. Proteins drugs are opeel for different anti-cancer strategies including
diagnosis, antibody therapy, vaccination, and cataeyeting using proteins combined with anti-

cancer drugs. However intranasal delivery of prtefor cancer therapy still presents serious

difficulties, principally due to the airway barrgeand the low uptake by tumors.

Different nanoparticles/proteins formulations asénly developed to target specific protein receptors
on tumors. For example, the epidermal growth fasoeptor (EGFR) is a commonly targeted surface
receptor, as EGFR is overexpressed in 80% of canaad this over expression has been associated
with poor survival prognostics [127]. Biotinylat&ttsF coupled with gelatin nanoparticles were
shown to preferentially target lung adenocarcinamabs (A549)in vitro, compared to normal lung
cells. Moreover intranasal delivery to cancerougyiimice showed accumulation in lung carcinoma
cells. On the other hand, some approaches usefispaaiibodies to target EGFR. Cetuximab (or
Erbitux, or C225) is a chimeric human-murine mooael antibody that specifically binds EGFR with
high affinity, resulting in inhibition of cell prderation, angiogenesis, invasiveness, metastasis,
well as enhanced apoptosis [128]. Recently, ultedlssuperparamagnetic iron oxide nanoparticles
(USPION) conjugated with cetuximab were shown tecsfrally bind EGFR and accumulate in

nasopharyngeal carcinoma cgl8NE1 cells), showing their potential as non-irivascontrast agent

for airway carcinoma [129]. In a same manner, ari@rotein/nanoparticles have been studied,
including cetuximab conjugated quantum-dot for teswecific imaging [130], Anti-ENO1-
conjugated gold nanoparticles for non small celighicancer (NSCLC) [131] and bombesin coupled

gold nanoparticles to target gastrin-releasingigetGRP) receptors in NSCLC cells [132].

Interestingly, proteins can be loaded in nanopedi@s airway anticancer drugs or associated with
nanoparticles containing anticancer drugs, in ordehance their bioavailability and reduce
undesirable effects [133]. El-mir and co-workerowbd that, IL2 associated with maltodextrin
nanoparticles was able to induce complete regnessi@ tumor and partial immune protection from
tumour rechallenge, after intranasal administratiomice implanted with mammary adenocarcinoma
TS/A tumour [134]. Recently, anti-EGFR antibody doned with hybrid plasmonic magnetic
nanoparticles was shown to impede EGFR signaldrast®n on NSCL cell culture, resulting in high
cytotoxicity, autophagy and apoptosis [127]. Momemheparin-nanoparticles coupled with Cisplatin,
was found to significantly increase their assoamta EGFR and the intracellular concentrations of
cisplatin in non-small cell lung cancer H292, congghto the free drug alone [135]. Similarly,
combining an anti H-ferritin monoclonal antibody pwlylactide nanoparticles formulated with
praclitaxel was shown to enhance their accumulatioh-549 cells lung carcinoma cells, leading to a

much higher cytotoxicity on these cells.
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Finally, therapeutic vaccines against cancer adeudevelopment using cancer proteins marquauers
associated to nanoparticules. Indeed, nanopartckexpected to enhance proteins immunogenicity,
as these protein makers alone are generally utaimieuce sufficient tumor immune responses due to
their poor inherent immunogenicity. For example,tdfi@ and co-workers recently showed that
intranasal vaccination with poly-glutamic acid nanoparticles containing ovalbumiarevable to
induce antitumor immunity against cancer cellsgfacted with ovalbumin and injected in mice [136].
These achievements show encouraging perspectivdisefaise of proteins associated nanopatrticles to

treat airway’s cancers.

Delivery to the central nervous system

Proteins and especially neurotrophic factors ambrmbinant antibodies have great therapeutic
potential against neurological diseases. Recetitly,brain targeting of proteins via the nasal route
increasingly appears as a promising non-invasiwgerd@o deliver proteins to the brain, allowing
bypassing the so selective blood brain barriereduail different pathways allowing direct passage of
molecules from the nasal cavity to the brain hasenbcharacterized. (i) The olfactory nerve passage,
operating by molecules transport along the axotiéobrain through the manifold small holes of the
cribriform plate of the ethmoid bone, after receptediated endocytosis in the olfactory epithelium
located in the roof of the nasal cavity. (i) Thgeminal nerves passage, which transports molscule
to the posterior parts of the brain, such as cdgbeand brainstem. (iii) The vasculature route, in
which molecules cross the blood-brain barrier gh@ssing the epithelial barrier and melting inte th
circulation stream via the blood vessels drainimg nasal mucosa. (lv) the cerebrospinal fluid (CSF)
and lymphatic system route, fitting into the nagatphatic’s and the subarachnoid space containing

CSF, accessible after nasal absorption [137, 138].

Numerous attempts of proteins nose-to-brain tamgethave been studied for the treatment of
neurological deseases such as Alzheimer diseasel(JGIGF, BDNF and insulin), Parkinson disease
(TGF-alpha, FGF) and traumatic brain injury (erggpmietin, CNTF). For instance, intranasal delivery
of Insulin-like growth factor was shown to elioBF biodistribution in the brain and the spinal cord
rats [139)] Brain uptake via the nose can be improved usingratien enhancer such as surfactants,
bile salts, lipids, cyclodextrins, chitosan andivives, poly-L-arginine, gelatin and poly(acrylic
acid) or by using transporteurs such as nanopestidi37, 140]. For example, Vaka and co-workers
showed a 14-fold increase in the bioavailability infranasally administered NGF with chitosan
compared to the formulation without chitosan, its id41]. Recently, nanoparticles are increasingly
developed to improve CNS uptake of peptides anteim® via the nasal route. Though nanoparticles
have already shown ability to overcome the bloarbbarrier via systemic delivery, recent studies

are increasingly showing that brain targeting aftgins via the nasal route can be achieved by using
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nanoparticles [142]. One strategy to improve nartapes uptake by the nasal olfactory epithelium is
to coat them with particular proteins such as #wdihs Ulex Europeus Agglutinin | (UEA I) and
wheat germ Agglutinin (WGA), or with homing peptidehich furthermore have advantages of being
more tolerated by mammalians [138]. For example, amd co-workers showed that association of
nanoparticles with WGA enabled their targeting & Ibrain using the olfactory and the trygemal
nerves pathways [143]. Same results were obsersiad Solanum tuberosum lectin conjugated PEG-
PLGA nanoparticles [144].

Interestingly, nanoparticles can be combined wWitdhrdpeutic protein to improve nasal targeting ef th
CNS. For example, intranasal administration in mafea vasoactive intestinal peptide (VIP)
incorporated into PEG-PLA nanoparticles decorateéd WGA was studied. The authors showed that
WGA decoration induced a preferential affinity alotalization of nanoparticles in the olfactory
mucosa contrary to the respiratory mucosa. Futhexmd/GA decorated PEG-PLA nanoparticles
were shown to efficiently transport VIP to the brafollowing intranasal administration [145].
Recently, polysorbate-80 coated nanoparticles wieogn to improve distribution of the neurotoxin-Ii
(an analgesic peptide) in brain via intranasal adtation to rat [146]. Moreover, Veronesi and co-
workers observed a strong protection against glatartoxicity in rat model's brain after intranasal
delivery of thyrotropin-releasing hormone (TRH) amgorated in PLA nanoparticles, showing
interesting potential for the treatment of epilepgsatients. Furthermore, this effect was greatly
improved using nanoparticles compared with TRH fdation alone [147]. Although the mechanisms
of protein delivery to the brain using nanoparscie still poorly understood especially in terris o
toxicity on the brain after repeated administratitinese results enlighten the possibility of using
nanoparticles as a new non-invasive carrier toveelproteins to the brain using the nasal route and

could bring considerable outcome for the treatnoémieurological disease.

DISCUSSION

The ubiquitous role of proteins in most of biola@jigprocesses makes them molecules with high
therapeutic potential. However, they use in theragyains a difficult challenge, principally due to
difficulty of targeting proteins in the body, whileaintaining their stability and biological actiyit
Recently, the airway delivery of proteins is in@i@gly developed as an alternative non-invasiveerou
of administration, able to bypass the first metabphssage in the liver, while retaining proteins
biological activity. However, multiple barriers gent in the respiratory tract severely limit the
passage of macromolecules such as large peptidgzrai@ins. In this review, we presented numerous
studies showing that, using nanoparticles as pemitd protein vehicles can significantly improve
their therapeutic efficacy following airway deliyerindeed, associating proteins with nanoparticles

has been shown to improve they stability, residetie, cell targeting, and uptake by airways
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epithelial cells. These properties were found todependent on nanoparticles physicochemical
characteristics. For example, due to their sizapparticles are able to carry proteins througheatye
regions of the respiratory tract, including the plégngs. Moreover, using nanoparticles coated with
specific polymers such as PEG was shown to prpteteins from proteolysis, mucus entrapment and
macrophage clearance, resulting in a higher bitebifity in the airways. In addition, proteins
residence time can significantly be improved inwalys using mucoadhesive or cytoadhesive
nanoparticles. This constitutes an interesting taasealifferent cells populations can be targeted by
coating nanoparticles with specific cytoadhesiviymers such as lectins or mannose. These results
show that developing nanoparticles as peptidegasteins delivery system is a promising strategy to
improve their therapeutic efficiency through thenaiy. The application areas are numerous including

cellular imaging, anti-cancer therapy, vaccine ttgyaent and CNS targeting.

Because of current lack of knowledge regarding puential toxicity of airway delivered
nanoparticles, numerous studies are developingobipatible and biodegradable nanoparticles.
Especially as nanoparticles can directly pass the brain after intranasal administration, and
consequences from repeated and long-term admimnosirare poorly known. This lack of data is
explained by the wide variety of nanoparticles, &lsb because there is currently no widely accepted
and reliable methodology to study the toxicity ahoparticles on the airways, which mimics the real
exposure conditions.Studies have long been lintibethe toxicity of airborne nanoparticles such as
diesel [148], fullerene [149], titanium dioxide [I5 oil vapor nanoparticles [151]. Recently, Murala
his colleagues showed that surface characterisbodd influence PLGA nanoparticles toxicity on
human respiratory cells [152]. Another recent stugliggest that nanoparticles interaction with
proteins significantly modify their genotoxicity 38]. In contrast, beneficial effect of nanoparticle
were observed on inflammation and allergy [154]widweer, toxicity studies are usually performed
with doses of nanoparticles and on particular eérpamtal conditions that doesn't really mimic
realistic exposure to nanoparticles. Nevertheliess likely that nanoparticles toxicity depends the

nanoparticle and experimental models used.

Finally, the type of proteins to be delivered vievay is a crucial parameter to consider. Indebd, t
most successful achievements of airway deliverprofeins are generally obtained with peptides or
proteins with relatively low molecular weight suah insulin (5.8 kDa), oxytocin (1 kDa), calcitonin
(3.4 kDa), elcatonin (3.3 kDa), VIP (3.3 kDa) Ig@adments (approximately 25 kDa), rarely
exceeding 50 kDa. This is principally due to theidilty of large proteins to cross the epithelalls
layer. Moreover, the blood bioavailability of airyveelivery proteins remains modest even associated
to nanoparticle. For example, the systemic bioabdity of airway delivery insulin formulated in
nanoparticles rarely exceeds 30%. Therefore laageounts of proteins are generally required for

airway delivery. Regarding these parameter, théepre candidates for airway administration should
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be peptides or proteins with small molecular weigtith high biological activity, or preferentially

developed for local application.
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CHAPITRE 1

ETUDES DES MECANISMES D’ENDOCYTOSE

Présentation de I'étude

Comprendre l'interaction des nanoparticules aveccllules épithéliales respiratoires est une étape
importante pour évaluer leur potentiel comme vestede molécules d'intérét dans les voies
respiratoires. Dans ce chapitre, nous avons étediénécanismes impliqués dans I'endocytose des
nanoparticules NPpar les cellules épithéliales bronchiques huma(igsée 16HBE140- ou 16HBE).
Nous avons déterminé leur cinétique d’entrée etvi@es d’endocytose empruntées. Nous nous

sommes ensuite intéressés a I'exocytose de cEeN@écrivant les mécanismes impliqués.

Les résultats obtenus ont fait I'objet d'une pudificn parue en 2010 dans le journal Nanotechnology
(Dombu et al, 2010).
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Abstract

A major challenge of drug delivery using colloid& the airway is to understand the mechanism
implied in their interactions with epithelial cell$he purpose of this work was to characterize the
process of endocytosis and exocytosis of catioaitoparticles (NPs) made of maltodextrin which
were developed as a delivery system for antigensaitcine applications. Confocal microscopy
demonstrated that these NP are rapidly endocytafsedas little as 3 minutes incubation, and that t
endocytosis was also faster than NP binding sinast of the NPs were found in the middle of the
cells around the nuclei. A saturation limit was exved after 40 minutes incubation, probably due to
an equilibrium becoming established between endscyt and exocytosis. Endocytosis was
dramatically reduced at 4°C compared with 37°CbymNaN3 treatment, both results suggesting an
energy dependent process. Protamine pretreatmeéime oklls inhibited NPs uptake and we found that
clathrin pathway is implied in their endocytosisialesterol depletion increased NP uptake by 300%
and this phenomenon was explained by the fact thatesterol depletion totally blocked NP
exocytosis. These results suggest that these mathdiAs interact with anionic sites, are quickly
endocytosed via the clathrin pathway and that theocytosis was cholesterol dependent, and are

similar to those obtained in other studies witluses such as influenza.

Keywords: cationic nanopatrticles, airway epithelium, maltada, endocytosis, exocytosis
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Introduction

Nasal or pulmonary administration of medicines toe delivery of drugs to the mucosal immune
system or to the systemic circulation has developedone of the most promising alternatives td ora
or more invasive routes of administration. Althouiglv modern medicines are delivered via the
airway, this may be set to change as there isasang interest in using the nose or the lung asiter

of drug delivery. Airway drug delivery has many adtages over other methods, such as oral delivery
or injection: the mouth, nose and lungs have highute permeability, a large surface area for
absorption, limited proteolytic activity and deliyeis non-invasive [1, 2]. The airway epithelium
represents the interface between the external amwient and tissue of the airway wall. The
epithelium contains ciliated columnar, mucus-séegegoblet and surfactant-secreting Clara celld, an
forms a highly regulated and impermeable barriesubh the formation of tight junctions. These cells
have also a high metabolic activity. This physiaatl physiological barrier is a key obstacle to the
delivery of macromolecular drugs [3]. However nasigles can escape to the mucus and interact
strongly with epithelial cells [4]. This makes thgmod candidates as vectors to deliver drugs throug
or within epithelial cells. Nanoparticles can beedistherapeutically as drug carriers, either by
dissolving, entrapping or encapsulating the actiestance (drug or biologically active materiaf), o
by adsorbing or attaching the active substancerapeaitic polymeric nanoparticles are composed of
biodegradable materials, for example synthetic ipelg such as poly(lactidms-glycolide) (PLGA)

[5, 6]. Nanoparticles (NPs) have demonstrated theitential as vectors of both hydrophilic and
lipophilic drugs including macromolecules [7]. Theechanisms of action of these nanoparticulate
systems as vectors and delivery systems are nelesthquite complex and remain poorly understood.
Design strategies to enhance drug delivery at Spasllular organelles by taking advantage of the
endocytotic pathways are still in the early stagkslevelopment. Recently, numerous studies have
investigated the mechanisms and pathways involiedRs endocytosis. They have been found to
penetrate epithelial cells via different pathwaysost commonly clathrins, caveolae and
macropinocytosis [8]. These correlate with the pedjes of NPs which allow them to easily bind to

cells’ surface receptors and penetrate cells ugpagifics mechanisms [9].
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In the present study we characterized the enddsyamsl the exocytosis of a polysaccharide cationic
nanoparticle on human bronchial epithelial cellse§e NPs are porous and made of maltodextrin [10-
12]. They have already been found to have potefttialaccine application after nasal and sub-limgua

administration [13-16]. However, little is knownra®rning the interactions of these nanocarriers wit

airway epithelial cells.
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Materials and methods

A. Materials

Maltodextrin was purchased from Roquette (Roquefignce), NaBH4 from Acros Organics.
Epichlorhydrin (1-chloro-2, 3-epoxypropane), FIT&[4, 6-dichlorotriazin-2-yl] amino fluorescein,
protamine sulfate, filipin-1ll, chlorpromazine, rigsin, sodium azide and phenylarsine oxide were
purchased from Sigma Aldrich. TOPRO-3, GTM&lycidyl-trimethyl-ammonium chloride), DMEM
culture medium, PBS (Phosphate buffered Salind),tat type | Collagen, calf foetal serum,
Penicillin/Streptomycin antibiotics mixture and lutamine were purchased from Invitrogen. Krebs-
Ringer buffer (KRB, 120 mM NaCl, 4.56 mM KCI, 0.24@M MgCl,, 1.5 mM NaHPQ,, 0.704 mM

NaHPQ,, 1 mM CaC}, 25 mM NaHCQ, 5.26 mM glucose, pH 7,4).

The Human bronchial epithelial cell line 16HBEl4was obtained from Dr. Gruenert D.C.

(Colchester, Vermont, USA).

B. Methods

Preparation and characterization of polysaccharigdesionic nanoparticles from maltodextrins
Polysaccharide cationic nanoparticles {N®Were prepared from maltodextrin as describedipusly
[11, 12]. Briefly, 100 g of maltodextrins were dibged in 2N sodium hydroxide with magnetic
stirring at room temperature. Addition to the crudixture of epichlorhydrin and glycidyl-trimethyl-
ammonium chloride (hydroxycholine, cationic ligandglded cationic polysaccharide gel. The gel
was then neutralised with acetic acid and shearetbruhigh pressure in a Minilab homogenizer
(Rannie; APV Baker, Evreux, France). The 60 nmoeéti polysaccharide NPs thus obtained were
ultra-filtered on an SGI Hi-flow system (hollow &b module: 30 UFIB/1 S.6/40 kDa; Setric Génie
Industriel, Toulouse, France) to remove low-molacwieight reagents and salts. NRbeling was
achieved by covalently binding fluorescein isotlymaeate to the polysaccharide core [17]. These
labelled particles were washed and purified by adiftration on an SGI Hi-flow system
(30UFIB/1S.6/40 kDa) with 1M NaCl and with deminkzed water until no free marker was detected

in the ultra-filtrate. The labelled polysaccharpiticles (1 mg/ml) were stored in sterile tubderaf
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filtration through a 0.2 pum filter. The mean diasvedf NP was determined by laser light scattering
with the N4 MD Coulter nanopatrticle analyzer (Coutics, Margency, France). The zeta-potential of
nanoparticles were determined by photon correlapactroscopy (ZetaSizer I, Malvern Instruments)

in 15mM NacCl.

Cell culture

16HBE14o0- cells (passages 11-25) were grown on I8 glass chamber slides (Lab-Tek) at a
density of 2.10cells per well. Chamber slides were previouslytedavith a mixture of collagen and
fibronectin (ratio 4:1) before cell seeding. Ceflsre incubated for 3 days at 37°C in 5% CO2-95%
air. The medium (DMEM, 10% FBS, 100 U/ml Penicilliht00 pg/ml streptomycin and 1 % L-

glutamine) was renewed every 2 days.

Uptake studies

In order to determine uptake kinetics of nanoplasicconfluent 16HBE140- cells were washed twice
with Krebs-Ringer buffer, incubated at 37°C with|i@ of NP (NP" were diluted in 0.4 ml of Krebs-
Ringer buffer in all experiments) for specified ¢éisy) then washed twice with Krebs-Ringer buffer.
Cells were fixed for 10 minutes at room temperatuith 200 pl of 4% para-formaldehyde (PAF),
washed twice and incubated for 20 minutes with 80oft TOPRO-3 (1/1000diluted in PBS) for
nuclei labelling. The slides and their attached ofayer cells were mounted on glass microscope
slides with glycerol. NP internalized in cells wegeantified by measuring fluorescence intensities

from pictures, after fluorescence confocal micrgsco

Binding studies

Cells were pre-incubated for 5 min at 37°C with 1@Pof protamine sulphate diluted in Krebs-Ringer
buffer; 10 pg of NP were then added and cells were incubated agaiB@amin. Cells were then
washed twice with Krebs-Ringer buffer and fixed 1€r minutes at room temperature with 200 pl of
4% PAF, washed twice and the cells were mountedjlags microscope slides with glycerol. NP

adsorption was quantified by fluorescence confauatoscopy.

Treatment with endocytosis inhibitors
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Cells were pre-incubated for 20 min at 37°C withisas endocytosis inhibitors diluted in Krebs-
Ringer buffer: filipin (25 pg/ml), chlorpromazind4.5 pg/ml), nystatin (25 pg/ml), phenylarsine
oxide (25 pg/ml), and sodium azide (150 pg/ml)utPof NP were added and cells were incubated

again for 30 minutes. NP endocytosis was measwrdldidrescence confocal microscopy.

Exocytosis study
Cells were incubated for 30 min at 37°C with 10qfdNP", washed twice and incubated with 0.4 ml
of Krebs-Ringer buffer for specified times. The BseRinger buffer was replaced every 30 minutes.

NP" were quantified in cells by fluorescence confonaroscopy.

Fluorescence microscopy and data analysis

Cells were mounted on glass microscope slides ghtberol and photographed under a fluorescence
confocal microscope (Leica, Wetzlar, Germany). Eacdalysis was made on at least 100 cells,
experiments were performed in quadruplet and fioages of each condition were analysed. Confocal
microscopy optical slice sections of 2.5um were entrdm the luminal to the basal pole of the cells.
In each section NPs and nuclei fluorescence weaattied using Sigma Scan Pro 5 (Systat software,
Inc.). Statistical analyses were performed usingeway analysis of variance (ANOVA), aRdrom
Student’s tests were considered significant fohdae& 0.05. Calculations were performed using the

statistical software program GraphPad Prism 5 (lPag Softwares).
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Results

Physico-chemical characterization of nanoparticles

The mean particle size of maltodextrin NPs was @3+am (PDI= 0.22) with zeta potential + 25
+ 1.1 mV (Table 1). In order to track the nanomdes within the cells they were covalently labeled
with fluorescein, free fluorescein being removeairirfluorescein-labeled NP nanopatrticles via ultra-
filtration. No fluorescein was released from thewgarticles even after 12 months storage as askesse
by nanosep filtration (data not shown). The NPg@ared in this way can be kept in solution after

filtration on a 0.2 um filter for at least 12 mosthithout any aggregation.

Nanoparticle uptake by epithelial cells

Confocal microscopy was used to observe the kimetidntracellular distribution of the internalized
nanoparticles (Figurel and Figure2). After inculrativith NPs the fluorescence inside the cells
increased progressively from 3 to 30 min beforehesy a plateau (Figurel B). Fluorescence intensity
of cells treated with NPs for 60 min was much higtiian that of cells treated for 3 min, which was
consistent with increased cellular uptake (Figuaadl Figure2). Human airway epithelial cells are a
pseudo-stratified epithelium and the nuclei of tkels are not exactly at the same level. In otder
obtain a statistic overview of the intracellulatigery of NPs within the cells the nuclei were st
with TOPRO-3. We analyzed cells using confocal nscopy optical slice sections of 2.5 pm from
the luminal to the basal pole of the cells, in eaetition NP and nuclei fluorescence was quantified.
We observed that after only 3 min incubation theaparticles were present inside the cells (around
the nuclei) and only a small amount was found @nl@iminal phase of the cells, strongly suggesting
that NP endocytosis is faster than NP binding.eARB0 and 120 min incubation no change in particle
cellular distribution was observed and was simt@ar3 min incubation while the amount of NP

internalized increased up to a plateau at 30 min{Rgure?2).

NP entry
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In Figure3 the results for the intra-cellular distition of NP uptake at 4°C and 37°C are shown.
Indeed, a dramatic change in NP intra-cellular alaserved: experiments performed at 4°C , contrary
to observations at 37°C, showed that NP were mamlgd on the luminal part of the cells (probably
bound to plasma membrane). Moreover, treatmertt WeaN; (a mitochondrial activity inhibitor)
strongly inhibits NP endocytosis (Figure4); all sheesults taken together suggest that NP enter the
cells via endocytosis. Treatment of the cells wpitbtamine also inhibits NP endocytosis, suggesting

that anionic sites are involved [17].

NP endocytosis pathway

In order to determine the mechanisms implied, aglse treated with various endocytosis inhibitors
and the amount of NP endocytosed after 30 min o was quantified using SigmaScan pro 5
software (Figure5). We observe that clathrin infoitsi such as chlorpromazine or phenyl arsene oxide
[18] significantly inhibit NP endocytosis, whileeolae inhibitors such as filipin or nystatin treant
greatly increased the NP endocytosis. These resugigest that NP endocytosis is mediated by the

clathrin pathway while cholesterol depletion, vimumknown mechanism, increases NP uptake.

NP exocytosis

Cells were first pre-incubated for 30 min with W#en the luminal phase was regularly replaced by
fresh medium. The amount of NP endocytosed wastifjigann comparison to cells were the medium

was not replaced (Figure6). In these conditionsoserve that the amount of NP in the cells was
dramatically reduced confirming that NP are higbkocytosed. In order to determine if cholesterol
depletion might impair NP exocytosis, cells wesated with filipin after pre-incubation with NPsdan

the medium was regularly replaced. This treatmatiadly blocked the exocytosis (Figure6).
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Discussion and conclusion
Discussion

Drug delivery via the airway epithelium using naadjzles is a promising field of research [19]. In
this study we used maltodextrin NPs which showedmi@l as an antigen delivery system via the
airways. After nasal administration they were foundinduce both mucosal, humoral and cellular
immune responses against the associated antig8fib]Lor to efficiently deliver IL2 stimulating T-
cells rejection of implanted tumors [20]. Howevdre mechanisms involved in NP epithelial cells
interaction allowing are still unknown. Our aim wesstudy the dynamics of NP endocytosis and
exocytosis in order to understand how these pastighteract with the cells. These studies are a
prerequisite to defining improved vectors for tredivery of drugs via the airway epithelium. In this
study data clearly show that the endocytosis addhmationic NPs is very fast and occurs only &ter
minutes of incubation (Figure2). Moreover, we oledrthat only a small amount of nanoparticles
was found on the luminal phase suggesting that hib®ytosis was faster than NP binding. This
finding is consistent with what has already beeseoled with viral particles such as influenza, SFV
and vesicular stomatitis virus using transmissi¢ecteon microscopy [21-23]. After binding to
membrane receptors, viruses use either the clatimitior the caveolae pathways to enter the cells.
Therefore a strong similarity between viral NP aymthetic NP is observed. Among the possible
endocytosis pathways, the most commonly used is cththrin-mediated endocytosis route. It
transports incoming viruses together with theirepors into early and late endosomes. Clathrin-
mediated endocytosis is a continuous process,fandirus entry, it is usually rapid and efficie@].
Polycationic vectors represent important classesadafers for the entry and delivery of drugs ie th
cells. They are generally found to be internalizeedadsorption mediated endocytosis after binding t
cell membrane anionic sites such as glycosaminaglyor asialoglycoprotein receptors [24]. In order
to determine if the endocytosis of these catiorinaparticles was mediated via anionic interactions
cells were treated with protamine [25]. Protammé&nown to inhibit adsorptive mediated endocytosis
by suppressing the anionic cell-surface charge. [RBtreatment of the cells with protamine strongly
inhibited NP endocytosis in this study (FigureS)ggesting that NP binding to anionic sites is a

prerequisite before inducing their endocytosisebu] airway epithelia are rich in anionic siteshsas
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proteoglycans and these receptors are generaljgteat by virus to allow their endocytosis [27].
When the cells are treated at 4°C we observedya mmount of NP on the luminal phase of the cells
and it was difficult to conclude that there is ratle uptake (Figure3). In fact these cells aliated

and the adsorption of the NP was found on a larga érobably due to cilium binding) and as the
slices of the cells start from the luminal phase fitst slices include mainly the cilium area: dre t
other hand, experiments performed at 37°C showadrtost of the NP are endocytosed and found
mainly in areas around the nuclei (Figs. 1 andFRythermore, the partial decrease of nanoparticle
uptake observed after energy depletion (NaN3 treatjrsuggests an endocytotic uptake process [28].
Nanoparticle endocytosis reached a plateau aftemihdites incubation (FigurelB), a result which
could be explained by an equilibrium being reachetiveen endocytosis and exocytosis as this
equilibrium was displaced when the cellular medufithe luminal phase was discarded (Figure6). In
contrast, Carteria et al. [29] found that for 95 R(GA NP no saturation limit was reached in human
bronchial respiratory epithelial cells even afteth?2 though as these NP are anionic their
endo/exocytosis pathways may differ from our studyanother study in vascular smooth muscle
cells, Panyam et al. 2003 [6] showed that PLGA Nfenguickly endocytosed and exocytosed. These
results show that endo and exocytosis is deperatetite type of cells used. In our study increased
endocytosis was observed after cholesterol deplgfagure4). This finding could be due to at least
two mechanisms: (i) caveolae disruption, by chelesdtdepletion, could increase NP uptake via
clathrin pathway by compensation, or; (ii) cholesteould be implied in NP exocytosis. To attempt
to resolve this question we analyzed NP exocytdsigin treatment of cells pretreated with NP
clearly demonstrated that cholesterol was impliedhieir exocytosis (Figure6). Exocytosis allows
fluid-filled vesicles to fuse with the plasma memte and to release their content into the
extracellular milieu. Lipid rafts and more partiayy cholesterol are involved in the regulation of
exocytosis [30]. Chintigary et al. [31] have shothiat cholesterol was implied, via the lipid rafis,
exocytose surfactant in alveolar type |l epithetiglls. Further studies are planned to fully chiendwe
their exocytosis process to see whether or notatageor lipid rafts or other cholesterol dependent
mechanism are involved. Cholesterol depletion mayehpleiotropic effects on membrane structure,

more particularly on lipid rafts and caveolae thfiect cellular function. We observed that filipin

92



nystatin treatment induced a more than 2 fold imeeen endocytosis (Figure4). This increase suggest
that the blockage of NP exocytosis favors accurimrain the cells underlining the importance of
exocytosis in regulating NP loading and potentialdity. The toxicity (cyto and genotoxicty) of the
nanoparticles was evaluated in the presence arhed®f serum and no toxicity was found even at
the highest dose tested (manuscript in preparatibinls result might be due to the high level of
exocytosis which regulates nanoparticle loadingtaldp of particulate systems could occur using
different processes such as by phagocytosis, fiu@kse pinocytosis, receptor mediated endocytosis
(RME) or adsorptive mediated endocytosis (AME) Bhagocytosis is the main process involved in
microparticulate systems endocytosis by phagoaits such as macrophages [32], but epithelial
cells are not known to use this pathway. Receptxtiated endocytosis (RME) is mediated either via
the clathrin or caveolae pathway after bindinghaf ligand to its receptor [33, 34]. RME has already
been described in airway epithelial cells [35, 3@}ile adsorptive mediated endocytosis is the géner
pathway of entry for cationic macromolecules [38].3Clathrin inhibitors strongly reduced NP
endocytosis by up to 40% in our study (Figure5pgasting that this pathway is involved. Clathrin-
mediated endocytosis was also found to be involvede uptake of influenza virus, the polyomavirus
JC virus and the picornavirus parechovirus typ89.[In our study chlorpromazine and phenylarsine
oxide treatment inhibited NP entry suggesting clatpathway entry. Moreover, protamine also
inhibits their endocytosis. These results sugdest binding of the nanoparticles to anionic sites i
prerequisite to allow endocytosis via the clathpathway. The airway epithelium is a complex
physicochemical barrier that plays a pivotal roiehost defense. It is perhaps not surprising tbesef
that these cells, which come into contact with @inle nanopatrticles, reject those nanopatrticlestwhic

are endocytosed and exocytosed to avoid nanogagttdumulation inside the cells.

Conclusion

This study shows that the polysaccharide catiorfits Nuickly interact with airway epithelial
cells via anionic surface receptors before rapidoewptosis via the clathrin pathway and subsequent

exocytosis via a cholesterol dependent pathwayy Tere found to mimic virus endocytosis such as
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influenza. The ability of the nanoparticles to deli proteins within these cells is now under

evaluation.
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Table 1

Size (Mean1S.D.) PDI Zeta potential Structure Fluorescent dye

Porous
60nm £ 13.1 0.22 +25mV+*1.5 FITC
nanosphere
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Figure 1. Uptake kinetic of NP+ in 16HBE cells visalized by confocal microscopyCells were
incubated at 37°C with 1&g of FITC labeled NP+, for 3, 9, 15, 30, 60 or 1@idutes, fixed with 4%
PFA and nuclei were stained with TOPRO-3 (blueddfiytosis in each condition was visualized by
confocal microscopy (A). Scale bar = Hn. Amount of endocytosis was then quantified from
pictures by measuring fluorescence intensities BEXperiments were performed in quadruplet and

error bars represent the standard deviation of uneagnts in each condition.
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Figure 2. Confocal characterization of NP+ endocytsis in 16HBE cells.Cells were incubated at
37°C with 10ug of FITC labeled NP+, for 3 (A), 30 (B), or 120mutes (C), fixed with 4% PFA and
nuclei were stained with TOPRO-3 (blue), beforengeiisualized using confocal microscopy. Optical

slice sections of 2iBn from the luminal to the basal pole of the cells8] were made and in each
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section NP and nuclei fluorescence was quantifiedh analysis was made on at least 100 cells and is

representative of 4 different experiments.
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Figure 3. Confocal characterization of NP+ endocytsis in 16HBE cells at 37°C and 4°CCells
were incubated at with 1@y of FITC labeled NP+, for 30 minutes at 37°C (A)Y6C (B), fixed with
PFA 4% and nuclei were stained with TOPRO-3 (blumfore being visualized using confocal
microscopy. Optical slice sections of 2nd from the luminal to the basal pole of the cells3f were
made and in each section NP and nuclei fluorescemasequantified. Each analysis was made on at

least 100 cells and is representative of 4 diffeesperiments.
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Figure 4. Analysis of the endocytosis pathway of NP Cells were pre-treated or not with various
inhibitors for 20 min before incubation with 4@y of NPs for 30 min. Filipin (FIL, 1Qug/ml),
chlorpromazine (CLPZ, fug/ml), nystatin (Nys,1Qug/ml), phenylarsine oxide (PAO, 1g/ml),
sodiumazide (15Qg/ml), control (0.4 ml of KRB). Cells were then viasl twice with KRB, fixed by

10 min incubation with 4% PFA at room temperaturd ensed twice in PBS. Finally, the slides were
mounted on glass with glycerol, visualized and pgoiphed with a confocal fluorescence
microscope. The amount of internalized NPs wasuetat by measuring fluorescence intensity for
each sample. Fluorescence intensity of treated eedls represented as a percentage of control.
Experiments were performed in quadruplet, erroe lsapresenting the standard errors calculated for
all values. The mean scores were statisticallyifsogimt when evaluated using one-way ANOVA, p <

0.05 (Dunnet test).
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Figure 5. Effect of protamine on NP+ endocytosisl6HBE140- cells were first incubated with
protamine (15Qug in KRB per well) for 5 min, and 10g of NP+ in KRB solution were added to the
media. Cells were then incubated for 30 min at 3A&ffer rinsing and fixation with 4% PFA, the
slides were mounted on glass with glycerol, visagali and photographed with a fluorescence
microscope. The amount of internalized NPs wasuewatl by measuring fluorescence intensity for
each sample. Experiments were performed in duplicatror bars representing the standard errors
calculated for all values. The mean scores wetesstally significant when evaluated using one-way

ANOVA, p < 0.05 (Dunnet test).

105



-4 - Fil

5

8 120 - =+ Fil
>

7 i
S 80 - -

£

3

s 40 -

v t 1
/4]

[1H)

e 0 | | | | ] 1
(@)

u-=j 0 60 120 180 240

Time (min)

Figure 6. Filipin effect on NP+ exocytosisCells were incubated at 37°C with 4§ of FITC labeled
NP+ for 30 minutes, then washed twice and the med@aced with a new media without
nanoparticles, then incubated for 30, 60, 120,dr810 minutes at 37°C. After incubation, cells ever
fixed with 4% PFA and visualized by confocal miaopy. Fluorescence intensities of each condition
were then measured. To investigate the effeclipfrfiin the exocytosis after 30 min incubation lwit
nanoparticles KRB containing 1Ly of filipin was added and the medium was changeshye30
minutes. At each time point NP endocytosis was tfieth Experiments were performed in

guadruplet and error bars represent the standaidtidem of measurements in each condition.
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Conclusion

Cette étude a permis de décrire les mécanismesqinésl dans l'internalisation des NRvec les
cellules épithéliales bronchiques humaines. Lesltgs montrent que les Npénétrent dans les
cellules 16HBE par endocytose. C’est un mécanisotié sapide et saturable. La fixation sur les
cellules se fait par des interactions électrosiasgentre les charges cationiques de$ &tPdes
récepteurs anioniques a la surface des cellulestilisation d’inhibiteurs pharmacologiques
spécifiques des différentes voies d’endocytose raoquie les NP pénétrent dans les cellules en
empruntant la voie des clathrines. De fagon ingznet®, nous avons observé une importante exocytose
des NP qui a lieu parallelement a I'endocytose, suggérpm la saturation d’endocytose observée
résulte d’'un équilibre entre endocytose et exoeytess nanoparticules. De plus, cette exocytose est
un mécanisme cholestérol dépendant. Ces résutiafsruent les résultats obtenus sur des modeles
animaux, montrant le potentiel des NEomme vecteurs de molécules d'intérét thérapestigu

vaccinal, par les voies respiratoires.

108



CHAPITRE 2

ETUDE DE LA GENOTOXICITE DES NANOPARTICULES

Présentation de I'étude

Evaluer les risques résultants de I'exposition de®s respiratoires aux nanoparticules est une
préoccupation de santé publique, qui concerne aimsh les nanoparticules naturelles
gu’anthropiques. Dans le chapitre précédent, nausisa montré que les NPFnteragissent trés
rapidement et trés fortement avec les cellulesdirigmes humaines. Evaluer le potentiel toxique des
NP" sur ces cellules constitue donc un pré-requis pauisager leur utilisation comme vecteurs des
voies respiratoires. Par ailleurs, chaque nanapgetiétant une entité particuliére aux propriétés
uniques, il est important de comprendre I'importades mécanismes mis en ceuvre et I'implication
des caractéristiques physicochimiques des nanopkadi dans ces mécanismes. De plus, la toxicité
peut avoir des conséquences importantes sur lagibyie cellulaire sans pour autant entrainer la
mort des cellules. Dans cette études nous nous equtun particulierement intéressés a I'étude de la
génotoxicité des NP c'est-a-dire leur capacité a induire des |ésiénsrsibles ou non sur 'ADN.
Nous avons étudié I'influence des conditions expéritales et plus particulierement la composition
du milieu de culture sur les caractéristiques ptogiimiques des nanoparticules (taille, chargdgset

conséguences sur les mécanismes d’'endocytosetadexigité et de génotoxicite.

Ce travail initié avec le Pr Frank Le-Curieux efDOe Fabrice Nesslany a été réalisé en collaboration
avec le laboratoire de toxicologie génétique destitut Pasteur de Lille. Les résultats présenté#s o
fait I'objet d’une publication parue en 2011 daesjdurnal International Journal of Pharmaceutics
(Merhi et al., 2011).
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Abstract

We used well-characterized and positively chargaabparticles (NB to investigate the importance
of cell culture conditions, specifically the preserof serum and proteins, on Nphysicochemical
characteristics, and the consequences for theioogtakis and genotoxicity in bronchial epithelial
cells (16HBE140-). NPsurface charge was significantly reduced, propodily to NP/serum and
NP'/BSA ratios, while NP size was not modified. Microscopy studies showiggh lendocytosis of
NP" in 16HBE140-, and serum/proteins impaired thigrimalization in a dose-dependent manner.
Toxicity studies showed no cytotoxicity, even foery high doses of NP No genotoxicity was
observed with classic comet assay while primargative DNA damage was observed when using
the lesion-specific repair enzyme, formamidopyrimégd DNA-glycosylase (FPG). The micronucleus
test showed NPgenotoxicity only for very high doses that canbetattainedn vivo. The low toxicity

of these NPmight be explained by their high exocytosis fronHB&E140- cellsOur results confirm

the importance of serum and proteins on nanopestiehdocytosis and genotoxicity.

Keywords: cationic nanopatrticles; endocytosis; genotoxidityrnan bronchial epithelial cells; Comet

assay; micronucleus test; serum, proteins
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1. Introduction
Understanding the potential risks associated wittndm exposure to nanoparticles (NPs) is a major
public health concern which has intensified witk thcreasing manufacturing and the wider use of
NPs, inevitably leading to potentially greater espp@ of humans to NPs. In the field of
nanomedicine, NPs are currently being investighdediumerous applications, including diagnostic,
drug delivery, vaccines, medical imaging, nanoayaynplants and prostheses (Couvreur and
Vauthier, 2006; Pinaud et al., 2006; Riehemannlet2809). It is therefore necessary to better
understand the impact of such exposure in ordeetaware of the potential risks for the human healt
and to ensure the appropriately controlled appboabf nanotechnologies. The airway route of
exposure, extending from the oral and nasal caviiiethe lungs, constitutes a very large area of
potential interaction with airborne NPs. The airwggithelium nevertheless constitutes a highly-
regulated and impermeable barrier of tight junctiaand this physical and physiological barrier
effectively limits airborne NPs entry. However, Ibobatural and manufactured NPs have been
reported to be able to cross this barrier by stgoimgeracting with airway epithelial cells (Krewlj et
al., 2009), though the details of the mechanismslied remain poorly understood. According to
some authors, exposure to NPs was related to &ffécts in the lungs such as chronic obstructive
pulmonary diseases (Fanizza et al., 2007), fibrasigative stress and inflammation, genotoxicity
and mutagenesis (Shvedova et al., 2009), as wedasty in distal organs (Oberdorster et al., 200
However, these toxic effects probably related w&irthigh surface reactivity were observed at very
high doses of NPs. Other studies have shown thhigla concentrations and in the presence of serum,
NPs form large aggregates which are unlikely tch¢lae deeper lung®berdorster, 2010).
Owing largely to the great diversity of NPs in #re/ironment, encompassing a wide range of
different characteristics and physicochemical priog it is difficult to reliably predict the intrsic
toxicity of NPs in general. Each NP can indeed éscdbed by a set of physicochemical properties
(i.e. size, surface charge, shape, aggregation and aitiopa...), all likely to influence their fate and
actions in the human airway (Yang et al., 2009gr&fore, assessing the importance of each
parameter is a key step towards understanding pbéntial toxicity. Another difficulty in studying
the toxicity of NPs is the lack of widely acceptadthods and relevant models. Because of some of
the specific properties of NPs, it is thought thiatrentin vitro toxicity assays validated for “common”
chemicals could be inappropriate for studying NR®|l{ et al., 2009). Finally, most of the toxicity
studies published to date have focused on thefigati®n of cytotoxic effects and have overlooked
the more subtle cellular alterations, such as geiity (Singh et al., 2009), which might contribut
to human health risks posed by NPs.
Here we present results from a study of a 60 nriomiat NP (NP) which can be used at high
concentrations without aggregation in the presemcabsence of serum proteits.vitro studies are
performed in absence of mucus, therefore increasampparticles contact with cells for evaluating

their potential toxicity. The aim of our work was tnvestigate the importance of cell culture
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conditions, specifically the presence of serum agmdteins in the culture media, on the
physicochemical characteristics of NRize and zeta potential), and the consequenceahi®mNP
endocytosis and genotoxicity in a human bronchiéthelial cell line (16HBE140-). For genotoxicity
testing, we used the comet assay (primary DNA daxnagd the micronucleus test (chromosomal

aberration assay).
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2. Methods

2.1 Reagents and Chemicals

The reagents and chemicals used in the experimamespurchased from the following suppliers:
maltodextrin from Roquette (Roquette, France); iglyletrimethyl-ammonium chloride (GTMA),
minimum essential media (MEM), foetal calf serunC8j, phosphate buffered saline (PBS) and
DAPI from GIBCO Invitrogen SARL, Cergy-Pontoise, aRce; giemsa reagent, penicillin,
streptomycin, mitomycin C (MMC, CAS No. 50-07-7)ethyl methanesulfonate (MMS, CAS No. 66-
27-3), cytochalasin B, Triton X-100, EDTA, trizmade, hepes, RNase, propidium iodide, 5-[4,6-
dichlorotriazin-2-yl] amino fluorescein isothiocyae (FITC), epichlorhydrin (1-chloro-2,3-
epoxypropane), KCIl, NaCl and bovine serum albunB®&A) from Sigma-Aldrich, Saint-Quentin
Fallavier, France; methanol from Panreac QuimicarcBlona, Spain; trypsin from Biochrom AG,
Berlin, Germany; normal melting point and low maifi point agaroses from Biorad, Marnes la
Coquette, France; repair endonuclease formamidopjine glycosylase (Fpg) from New England
Bio-Labs via Ozyme, Saint-Quentin en Yvelines, Emgracetic acid from VWR, Fontenay-sous-baois,
France; DMSO from Acros Organics, Noisy le Gran@dn€e; NaBH from Acros Organics, Noisy-le-
Grand, France; NaOH, NdPO, and absolute ethanol from Merck, Darmstadt, Geyman

2.2Nanoparticles

2.2.1Preparation of polysaccharide cationic nanoparticles from maltodextrin and
characterization

Polysaccharide cationic NPs (NRvere prepared from maltodextrin as describedipusly (Major et
al., 1997; Paillard et al., 2010). Briefly, 100 fgnoaltodextrin was dissolved in 2N sodium hydroxide
with magnetic stirring at room temperature. Additito the crude mixture of epichlorhydrin and
glycidyl-trimethyl-ammonium chloride (hydroxychoén cationic ligand) vyielded cationic
polysaccharide gel. The gel was then neutralizeatl acetic acid and crushed with a high pressure
homogenizer (Emulsiflex C3, France). The ‘Nébtained were purified by tangential flow ultra-
filtration (Centramate Minimum II, PALL, France)inog a 300 kDa membrane (PALL, France) to
remove oligosaccharides, low-molecular weight reggyand salts. Whenever necessary, lbelling
was achieved by covalently binding fluorescein hgmtyanate (FITC) to the polysaccharide core
(Prieur et al., 1996). These labelled particleseweashed and purified by tangential flow ultra-
filtration (Centramate Minimum Il, PALL, France)ing a 100 kDa membrane (PALL, France) with
demineralised water until no free marker was deteéh the ultra-filtrate. All NP solutions were
stored in sterile tubes after filtration througl®.2-pum filter. We also checked the stability of EFT
NP’ labeling and confirmed that no free FITC was redehfrom NP after storage for 6 months at
4°C: moreover, the labeling was stable after 24rdvancubation at 37°C in complete medium or in
PBS.
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2.2.2 Protein loading to NP*

BSA was loaded onto nanoparticles by mixing*NBriginal concentration= 5 mg/ml) and BSA
(original concentration= 1 mg/ml) in PBS for 10 nmam room temperature, under stirring, using
different ratios of NFBSA (i.e. 1/0.3; 1/1; 1/3 and 1/5, w/w). In these conditidthe loading was

guantitative as assessed by Paillard et al (2010).

2.2.3 Size and zeta potential analysis

The average hydrodynamic diameter and the zetajmitef NP were measured in 15mM NacCl,
using the Malvern nanoZS (Malvern Instruments, EeanThe analyses were performed in triplicate.
In order to determine the size and the zeta pateintipresence of serum, the Niere first diluted in
MEM containing different concentrations of FCS2®, 5 and 10%, v/v).

2.3 Cell line and culture conditions
The human bronchial epithelial cell line 16HBEl4aas obtained from Dr. Gruenert D.C.
(Colchester, Vermont, USA) and their doubling tiwes assessed as approximately 22 hours (data not

shown).

2.3.1 Endocytosis study

The cells were seeded on 8-well glass chamberss{idebTeR 1, Thermo Scientific Nunc Lab, UK)
at a density of 3xf0cells per well (0.8 cm?). Chamber slides weret fimsated with a mixture of
collagen and fibronectin (4/1, viv). Cells weretbated until confluence at 37°C in a humidified 5%
CO, atmosphere. The cell culture medium (MEM supplee@mvith 10% decomplemented FCS, 100
U/ml Penicillin, 100 pg/ml streptomycin and 1% lugimine) was renewed every 2 days. After 4

days in culture, the cells were confluent with asity of approximately 1xfCcells per well (0.8 cm?).

2.3.2 Genotoxicity assessment

16HBE140- cells were maintained at 37°C in a humidified 5% CO; atmosphere in MEM growth
medium supplemented with 200 U/ml penicillin, 50 pg/ml streptomycin and 10% of
decomplemented FCS. Cells were seeded at a density of 4x105 cells/well (3 ml culture
medium/well) in 6-well cell culture plates (9.6 cm?; Falcon™, Becton Dickinson Biosciences,
France) and incubated for 22 h prior to exposure to the NP+ in order to allow exponential cell
growth and maximum cell attachment.

2.4 Confocal microscopy analysis
Cells were washed twice with PBS and incubated ditug of NP (corresponding to approximately
12.5 pug of NP for 1 cm? of cells) in 0.4 ml PBS for 30 min at°87 then washed twice with PBS.

Cells were fixed with 200 pl of 4% paraformaldehyde 10 min at room temperature, then washed
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twice with PBS and incubated for 10 min with 80 pfLDAPI (1/10006 v/v diluted in demineralised
water). The slide-attached monolayer cells weretq@raphed under confocal microscope (Leica,
Wetzlar, Germany). All experiments were performedjiladruplet and four pictures of each condition
were taken in different fields of the slides (ab®Q0 cells per field). Fluorescence intensity afhea
picture was measured using the software SigmaSparb PSystat software, IncRoint Richmond,
CA, USA). Calculations were performed using thdistiaal software program GraphPad Prism 5
(GraphPad Softwares, Inc., La Jolla, CA,. USA). Fatistical analyses we used a one-way analysis

of variance (ANOVA) and Student t-test. The reswlege considered significant whprk 0.05.

2.5 Genotoxicity assays (Comet assay and Micronuake Test)

2.5.1 Cell treatment

NP* were dispersed in PBS at the highest initial cotration of 50 mg/ml. Successive suspensions
were then made in PBS in order to obtain the falhgwconcentrations: 25, 12.5, 6.25, 3.125 and
1.5625 mg/ml. All the NPsuspensions were vortexed for 2 min and sonictated0 min at room
temperature (Ultrasonic water bath, 550 W, Advaatiadp GmbH, Belgium). Each concentration was
then diluted at 10% in the culture medium (MEM with without 10% FCS) giving the final NP
concentrations used for cell treatment of: 500000251250, 625, 312.5 and 156.25 pg/ml
(corresponding to 2604, 1302, 651, 326, 163 anddgitnT).

In order to determine if serum influenced Nfehaviour, two types of treatment were carried ceits
were incubated for 3 h with the NRlispersed either in serum-free MEM medium or in NVE
supplemented with 10% FCS. Positive controls (Mitome C (MMC) 2.5 pg/ml and Methyl
methanesulphonate (MMS) 20 pg/ml) were includedthe micronucleus test and comet assay,
respectively. Negative control was PBS diluted@olin the culture medium (MEM with or without
10% FCS). After the treatment, the cells were wddhéce with PBS and immediately harvested (for
the comet assay) or incubated in complete mediuBMM 10% FCS) for 40 h before harvesting (for
the micronucleus test). Each treatment was cougedn assessment of cytotoxicity as described

below.

2.5.2 Assessment of cytotoxicity

For the comet assay, cytotoxicity was first assesdeharvest using the Trypan Blue dye exclusion
assay. Viable cells appeared refringent and dekbsl ineorporated Trypan Blue (0.4 %). Cells were

observed and scored using a Malassez hemacytonfitgsults were expressed as percent of cell
survival,i.e., the percent ratio of viable (unstained) cellsr@atedvs. control groups. Concentrations

which led to more than 70% of viability were sulietltto a genotoxicity assessment.
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Cytotoxicity was also evaluated by performing ttadohassay as described by Sestili and co-workers
(Sestili et al.,, 2006). Indeed, it has been shohat tAlkaline-Halo Assay (AHA) may be more
sensitive than the comet assay in detecting apopamid necrotic processes (Bacso and Eliason,
2001).

For the micronucleus test, cytotoxicity was evaddaby calculating the percentage of Relative
Population Doubling (RPD), where Population Douglin [log (post-treatment cell number + initial
cell number)] + log (2), as recommended by OECDigncé®. NP concentrations leading to a RPD
of more than 55 = 5 % were considered as of lownorcytotoxicity, and were submitted to

genotoxicity assessment.

2.5.3 Assessment of Genotoxicity

2.5.3.1 Comet assay protocol

The comet assay was performed under alkaline dondi{pH > 13) as described by Singh and co-
workers (Singh et al., 1988). Slight modificationere employed in order to detect specifically the
oxidative DNA damage, based on Collins’ procedyfesllins et al., 1993). Formamidopyrimidine
glycosylase (Fpg) was used to detect oxidative Ofd8e damage, as recommended by the European
Standards Committee on Oxidative DNA damage (ESC(IDD3).

At the end of the treatment, 2"1€ells from each well were mixed with 75 pl of 0.38%-melting

point agarose kept at 37°C before rapidly transfgronto pre-coated slides (two layers of normal
agarose (1.5% and 0.8%). Five slides were pregdareshch dose: 2 slides treated with Fpg (Fpg (+)),
2 slides without Fpg (Fpg (-)), and 1 slide cormgfing to the halo assay. All the following steps

were sheltered from daylight to prevent the ocaweeof additional DNA damage.

Fpg (-) and Fpg (+) slides were immersed for atléah at 4°C in a cold lysing solution (2.5 M NaCl
100 mM EDTA, 10 mM Trizma Base, pH 10, supplementét 1% Triton X-100 and 10% DMSO).
After lysis, slides were washed and equilibratedZa 5 min in enzyme buffer (40 mM HEPES, 100
mM KCI, 0.5 mM EDTA, 0.2 mg/ml BSA; pH 8). Fpg (sJides were washed immediately in water;
Fpg (+) slides received 75 ul of Fpg solution (0.6pg/slide) and coverslips, and were incubated at

37°C for 35 min. At the end of this enzymatic stajmles were quickly rinsed with cold PBS.

All the slides were then placed in a horizontal glelctrophoresis tank previously filled with fresh
electrophoresis solution (1 mM EDTA and 300 mM NaQ#H>13) for 20 min to allow DNA
unwinding and expression of single-strand breals akali-labile sites. Next, electrophoresis was
performed for 20 min using an electric current 8f\2and 25 mA. Slides were then placed for 2 x 5
min in neutralization solution (0.4 M Trizma bapél 7.5) and gels were dehydrated by immersion in

absolute ethanol for 5 min. Finally, slides weredsied and stored at room temperature.

2.5.3.2 Cells scoring in the Comet assay
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Slides were coded and analysed blind. We addedl 28 propidium iodide solution (20pg/ml in
distilled water) and a coverslip on each slided&iwere then examined at 250x magnification uaing
fluorescence microscope (Leica Microscopy and SifienInstruments Group, Heerbrugg,
Switzerland) equipped with an excitation filter 55-560 nm and a 590 nm barrier filter, connected
through a gated CCD camera to Comet Image Analggitem software, version 4.0 (Perceptive
Instruments Ltd., Haverhill, United Kingdom).

We scored 100 randomly selected cells per testitond50 cells from each of the two replicate
slides). The Olive Tail Moment (OTM), recommendgd@live and co-workers (Olive et al., 1990),
was used to evaluate DNA damage. OTM is calculaged product of two factors: the percentage of
DNA in the tail (% Tail DNA) and the distance bewtwethe intensity centroids (centres of gravity) of
the head and the tail along the x-axis of the comet

In the halo assays, 100 randomly selected cellssige were analysed and manually enumerated

using a counter.

2.5.3.3In vitro Micronucleus Test (MNT)

At the end of the recovery period (40 h), 16HBE1dells were collected by trypsinization, washed
with MEM, transferred to 15 ml polypropylene tulsesd centrifuged at 165 G for 6 min. Cells were
then treated for 4 min with a hypotonic solutionEM diluted 1:1 v/v in distilled water, 10 ml/tube).
At the end of the hypotonic shock, a pre-fixatidgepswas performed by adding 1 ml/tube of cold
Carnoy | mixture (methanol/acetic acid, 3:1 v/vll€ were then centrifuged and fixed with 10 ml of
cold Carnoy | for at least 10 min at room tempam®téfter another centrifugation, cells were spread
on glass slides, air-dried at room temperaturéeéet over-night), stained for 10 min with 4% Giems
water solution, rinsed with distilled water andedriat room temperature. For each concentration, 2

slides were prepared for analysis.

The slides were finally coded and analysed blinecrédhuclei (MN), identified according to criteria
recommended by Fenech and co-workers (Fenech, @08ak3), were scored at 500x magnification in
1000 intact mononuclear cells per slide. For eaftentration, the frequency of MN was obtained for

2000 mononuclear cells.

2.5.4 Statistical analysis

The OTM frequencies did not follow a Gaussian ihstion (Bauer et al., 1998). Thus, the non-
parametric Mann-Whitney U-test was used to evaltlatestatistical difference between groups. (
each dose) and the difference between each doseasvére negative control in the Comet assay.

Differences with ap < 0.05 were considered statistically significafll. statistical analyses were
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performed with StatViett Software (version 5.0, SAS Institute Inc., SAS @amDrive, Cary, North
Carolina 27513, USA).

For the micronucleus test, the statistical sigaifice of difference between groups was determined

using the CH}test. Differences with p < 0.05 were considered statistically significant.
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3. Results

3.1 Characterization of NP

The size of the NPwas measured by dynamic light scattering and tretin potential measured using
the Malvern nanoZS. The mean diameter of the" MRidied here was 64 +13 nm, with a
polydispersity index (Pdl) value of 0.22 and thmiean zeta potential was +25 + 1.5 mV. They were
also found to be spherical by transmission electmicroscopy (Dombu et al., 2009)P" size and
zeta potential analyses were performed under esticondition in order to investigate the impact of
serum on these parameters and to check if the sasgage actually performed on Nh their
nanoscale form rather than on aggregates and/doragrates of NP(Figures 1 and 2). As observed
in Figure 1A, for a constant amount of NRhe zeta potential gradually decreased when FCS
concentration was increased in the medium. In Bofgiait the concentration of 1250 pgmhINP, the
zeta potential of NPwas reduced by up to 50% when FCS concentratianinereased from 0 to 10
% in the medium. Interestingly, when similar measugnts were performed using 5000 pg/ml of NP
the zeta potential remained unchanged even at amaxFCS concentration of 10%. These results
strongly suggest that, rather than the presen¢eC& in the medium, it is mostly the ratio WRCS
which modulates the zeta potential of NBimilar results were observed when different anm®wf
BSA were associated with NPFigure 1B), and a sharp decrease in zeta poktevamobserved when
NP'/BSA ratio decreased. Interestingly, the measurésnef NP size performed under these
conditions showed that neither serum nor BSA sicaiftly modified the size of the NPFigure 2),

even at the highest amounts of serum or BSA tested.

3.2 Effect of serum and proteins on NP endocytosis
We investigated the ability of NRo be endocytosed by 16HBE14o0- cells. Figure 3vshoconfocal
microscopy slices of cells after 30 minutes incidratvith NP. As observed, NPwere endocytosed

by cells and found in cytoplasm as punctuated foaoiaracterizing an endosomal uptake.

We studied the influence of serum and BSA ori Bidocytosis (Figure 4). The endocytosis of NP
presence of 10% FCS was significantly reduced ih RBS and MEM (respectively 60% and 40%
decrease), suggesting that FCS partially inhibitedendocytosis of NRFigure 4A). Similar results
were obtained when NRvere associated with BSA (major protein of serRiyure 4B), and 40%
inhibition of NP endocytosis was observed with an "KESA ratio of 1/5 (w/w). Moreover, this
reduction seemed to be directly dependent on thé/BS$R ratio, as endocytosis decreased
proportionally with the BSA increase. These ressiitsw that the presence of serum or proteins in the

culture medium can significantly reduce N#hdocytosis.
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3.3 Cytotoxicity studies

NP’ did not induce significant cytotoxic effects ireie cells up to the highest tested concentration of
2604 ugl/crhas assessed by the trypan blue dye exclusion édaty not shown). Indeed, whatever
the test conditions, no indication of an increasapoptotic or necrotic cells was noted using thie h
assay. In fact, our results showed roughly 4% cfaté cells and 1% of apoptotic cells for both the

treated concentrations and controls (Table 1).

3.4 Comet assay

Both standard and Fpg modified tests were performegresence or in absence of serum. In the
absence of Fpg none of the OTM values was statiltisignificantly different when compared to the
negative control, either with or without serum (g 5A). When Fpg was added, statistically
significant increases in DNA damage were observétiont serum (81 and 1302 pg/fmwhen
compared to the negative control (Figure 5B). Weerum was added during the treatment, OTM
values described a bell shape curve, exceptinghtheer concentration tested of 2604 udicm
Moreover, statistically significant increases in ANamage were noted at the concentrations of 163,
326 and 2604 pg/cimFurthermore, a statistically significant diffecenbetween FCS (-) and FCS (+)
was observed at the three dose levels 81, 163mug/crﬁ.

3.5 In vitro Micronucleus Test

The MNT was used to assess the induction of chromakaberrations after exposure to the NIfhe
tested concentrations led to RPD val&es5 + 5% and were considered as of low or no cyioty
(data not shown). The frequency of micronucleatdt én 1000 mononuclear cells in Giemsa-stained

specimens are shown in Figure/8e observed significant increases in MN formatidrew cells

were treated at concentrations > 326 pfeither in presence or not of FCS.
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4. Discussion

Nanoparticles can be described by their physicoatenproperties (size, surface charge, shape,
aggregation and composition...), all of which ailelyy to have an influence on their fate and
behaviour in the human airway (Yang et al., 20@8)derstanding the role of NP’s physicochemical
properties in their interactions with airway epitalecells is a key step in evaluating its eventual
toxicity to people exposed via inhalation. Therefdris necessary to develop specificvitro models

that take into account NPs physicochemical properind that study their toxicity in a manner

relevant to potential exposure conditions (Gullet2®09).

Numerous studies have shown that several typeartities form aggregates when diluted in culture
medium. For example, Hackenberg and co-workers stiavat 15-30 nm titanium dioxide (TiO
NPs had a strong tendency to aggregate in aquetut®a and formed micro-sized complexes up to a
size of 285 nm (and in a few cases 2 um), in spftantense sonication of the suspensions
(Hackenberg et al., 2010). Similar observationsewaade in our laboratory with Si@nd TiQ NPs

in PBS (data not shown). Such aggregations carifisgntly modify the experimental outcome by
leading to a heterogenic population of nano- andropiarticles with different physicochemical
characteristics and behaviours from that of the BiPtheir nanoscale. The size of NPs in suspension
seems to be a key parameter as most of the puthlstinelies so far started with NPs but ended up
studying aggregates which are not only expectdzktdifferent in their interactions with cells, are

not expected to reach the deep into the lungs imheded (Lamprecht et al., 2001).

In the present study, we tested a 60 nm polysaitiheationic NP (NP, the composition, size, shape
and surface charge of which are well characteremed controllable. The aim of this work was to
investigate the importance of cell culture condisipspecifically the presence of serum and proiains
the culture media on the physicochemical charattesi of NP and also to establish the conditions
under which the NPcould be studied purely in their nanoscale formonder to assess their
endocytosis and genotoxicity. For this purpose, used the human bronchial epithelial cell line
16HBE140- (Cozens et al., 1994). These cells agklisimilar to the primary bronchial epithelium,
which make them suitable for mechanistic studiesbainchial epithelium, including transport
regulation (Ehrhadt et al., 2003), drug delivergriges, 2000and toxicology studies (Hussain et al.,
2009).

Studies performedh vivo have demonstrated the ability of these cationi¢ tdPefficiently deliver
proteins after sublingual or nasal administratiDel{in et al., 2002; El mir et al., 2001; Razafinsita
et al., 2007). We recently described that thesé Wé&e endocytosed via the clathrin pathway and

were highly exocytosed by human epithelial airw#y a cholesterol dependent pathway (Dombu et
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al., 2010). Despite the increasing number of stugierformed on NPs administered via the airway
(e.g.Roy and Vij, 2010) their potential genotoxicity remains poorly intigated. A more complete
understanding of NPs’ toxicity is a prerequisite fizrther preclinical development and eventual inse
humans. However, to date, there is no validatedidely accepted model to assess this issue. In the
present study, we have tried to better define gerxental approach for the vitro study of cationic
NPs (NP) cytotoxicity and genotoxicity by examinirtbe implications of cell culture conditions on

their endocytosis, cytotoxicity and genotoxicityadiuman bronchial cell line.

Effect of FCS and BSA interactions on NPsize, surface charge and endocytosis

NPs for nanomedicine applications should be testétue presence of proteins, particularly in tighti

of recent findings that the interaction of proteiigh NPs modifies NPs size, size distribution and
zeta potential (Rausch et al., 2010). We first stigated the effect of FCS and BSA on*Nfize and
surface charge. Neither FCS nor BSA modified Ni2e at any of the concentrations tested, evem wit
a NP/BSA ratio of 1/5 (w/w). In addition, we observedat FBS didn’t modify NP+ endocytosis
pathway (data not shown). However, we observedRE& and BSA can sharply reduce’Nrface
charge and that this reduction was proportion&RYFCS and NABSA ratios. These results may be
explained by associations between the cationi@asartharges of NRand anionic serum compounds
such as BSA. Similar results have previously beescdbed by Ehrenbergt al. (Ehrenberg et al.,
2009), who showed that polystyrene NPs immersemliture medium were quickly coated by serum
proteins with maximum coating occurring in a mateseconds to minutes. These results suggest that

studies performed using NPs should be performémhatoncentration.

We were also interested in investigating the abiit NP to penetrate 16HBE140- cells. Our results
showed that NPwere endocytosed after 30 minutes of incubatiendamonstrated by confocal
microscopy studies, but that their endocytosis gr@atly reduced in the presence of FCS or BSA.
Moreover, pre-incubation of the NRvith BSA in PBS prior to the endocytosis studyoatsduced
their endocytosis and this inhibition was corredavéth the NP/BSA ratio during incubation. This
reduced endocytosis could be explained by the dsera nanoparticle surface charge due to protein
adsorption (Osaka et al., 2009).

Interestingly, cytotoxicity studies showed thatséNP were not cytotoxic even at the highest dose
tested, a result that might be explained by thé kegel of NP exocytosis observed (Dombu et al.,
2010).

Comet assay interpretation

In the present study, the comet assay was usedftnoits sensitivity in assessing DNA damage and
for its usefulness as a first approach in undedstanthe NP mechanisms of action. In addition, the

realisation of a modified assay using the enzyme, [Bmables to both increase the specificity and
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sensitivity of the assay by making detectable aewmhge of damage (such as 8-oxo-dG, AP-sites,
oxidized purines and pyrimidines...) not detectethanclassic comet assay.

The results obtained without Fpg did not show amgistically significant increase in DNA damage
compared to the negative control over the rang®®f doses tested in the current study, with or
without the addition of serum (+/- FCS). In parklighen Fpg was used, our results showed higher,
statistically significant median OTM values and titesence of serum partially decreased this effect.
This could be explained by the reduced endocytfsibe NP observed in presence of serum. These
results tend to indicate that using Fpg permitteditientification of oxidative damage in the absenc
of FCS. However, since these effects were not lgiemse-related, it may be that they were caused by
different phenomena. One hypothesis is that dansbgerved at high NPdoses may be related to
other damage such as lipid peroxidation or the &bon of MDA, 4-HNE. It is noteworthy that these
DNA lesions were probably not induced by secondgugptotic or necrotic phenomenon, considering
the negative results obtained with the halo asGaythe other hand, a different trend was observed
when serum was added to culture medium: a bell-eshagsponse curve was observed with the first
statistically significant OTM value at 163ug/enit is interesting to note that, comparing theuser
treatments, the presence of serum had an effdtieoresponse of 16HBE140- cells.

Our findings confirm the results obtained in sorhel®s which suggested that various nanoparticles
are able to induce oxidative stress. It has beported that nanoparticles may generate ROS and this
mechanism is thought to play a major role in tlidiserved cytotoxic and genotoxic effects and in
addition that nanoparticles could indirectly indupedative stress by disturbing the balance between
oxidant and anti-oxidant processes such as thatblahe system (Stone et al., 1998). Furthermore,
some studies have suggested that nanoparticlesaoiasate intracellular pathways, also leading to
ROS generatione(g., synthesis of pro-inflammatory cytokines and cheime¥) (Oberdorster et al.,
2005). Nevertheless, the precise mechanisms aativat nanoparticles to induce ROS generation and

cytotoxicity remain unknown.

Micronucleus test results interpretation

Preliminary assays showed that significant and ipitve mortality was repeatedly observed when
16HBE140- cells were exposed to cytochalasin B ¢Byt(data not shown). Thus, all following
assays were carried out without CytoB. Significamtreases in the number of micronuclei in
16HBE14o0- cells were observed in presence or absefeCS. These effects may be explained by the
generation of ROS that induce lipid adducts ands aslembrane degradation which could not be
observed after a 3-h treatment (as used in the tcassay), but that appeared only after 40 h of
recovery (applied in the micronucleus test). Finathe increase in the number of micronuclei at
concentrations that did not show primary DNA damagethe comet assay may be related to
secondary mechanisms leading to indirect alteratmfnthe mitotic apparatus. However, the results

obtained in the presence of FCS showed that thedbgenotoxic effect was detected at 163ug/cm
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(modified comet assay) and 326ugfofMNT). These concentrations correspond to a déipasof
0.228 kg and 0.456 kg of nanopatrticles in the lungspectively, assuming that the lungs’ absorptive
surface is about 140 m2 (Sakagami, 2006), andalhabhe NPs crossed the mucus barrier, and such

exposures are considered to be unrealistic.

5. Conclusion

Results revealed the importance of cell culturedi@ns on NP physicochemical characteristics,
uptake and genotoxicity on 16HBE140- cells. Toyic#tudies showed that, even at very high
concentrations, the studied NRvere neither cytotoxic or genotoxic as measuredHay classical
Comet assay. The use of a Fpg-modified comet asawed the observance of primary DNA
damage that are normally repaired by the cellss Thbdified assay, showed that primary damage
occurred but that the presence of serum partiatiyepted the cells, possibly by lowerihP" uptake

by cells. In addition, the micronucleus test showreat NP were genotoxic at high doses. The low
observed toxicity observed of these cationic nartaas could be explained by their high exocytosis
that lowers cell burden. These results confirm ithportance of fully characterizing nanoparticles’
behaviour under different cell culture conditionadaconfirm the role of serum protein on

nanoparticles’ interaction with, and genotoxiciiyvard cells
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Figures legends

Table 1 Halo assay in 16HBE140- Percentage of necrotic and apoptotic cells at rdiffe

concentrations of NPand in the presence and the absence of serum{Fasq (-)).

Figure 1 Analysis of NP zeta potential in presence of FCS and BSAIP’ (5000, 2500 and 1250
pag/ml) were diluted in MEM medium containing FCSdé#terent concentrations (0, 2.5, 5 or 10 %)
(A), or diluted at 1 mg/mL in 15mM NaCl containindjfferent amounts of BSA (w/w) (B).
Experiments were performed in triplicate and thamealues are represented on the graph. Error bars

represent the standard deviations between tripliaaslyses with the NanoZetasizer.

Figure 2 Measurements ofNP" size in presence of FCS and BSASize analysis of different
concentrations (5000, 2500, 1250 pug/mL) of Mituted in MEM medium containing 0, 2.5, 5 or 10
% FCS (A) ; (B): 1000 pg/ml NPdiluted in PBS containing different amounts of BYA/w).
Experiments were performed in triplicate and thamealues are represented on the graph. Error bars

represent the standard deviations between tripliaaalyses with the NanoZetasizer.

Figure 3 Study of NP" uptake by confocal microscopyCells were incubated 30 minutes at 37°C
with 10ug of FITC labeled NP(12,5 pg/cm?), they were washed twice with PBSfadi for 10 min
at room temperature with 4% PFA. Endocytosis wasialized by confocal microscopy; pictures

represent slices taken every 3 um from the lumin#ie abluminal side (1-10). Scale bar 50 um.

Figure 4 Quantification of NP* endocytosis Cells were incubated 30 minutes at 37°C withufOof
FITC labeled NP (corresponds to 12.5 pg/cm?), associated with BSAhe ratios indicated, then
washed twice with PBS and fixed for 10 min at ro@mperature with 4% PFAnternalized NPwas
observed under confocal microscopy and endocytasis evaluated by measuring fluorescence
intensities under each condition. Experiments vpendormed in triplicate and the mean values (and

standard deviations) are represented on the graph.

Figures 5 DNA damage on 16HBE14o0- cells treated ByP" in MEM (complemented or not by
FCS).Median OTM values are presented for the classicraodified comet assays (figures 5a and 5b,
respectively). Mann-Whitney test was used for stiatl comparison of OTM values between the
treatments (with or without FCS; 1 p<0.05; +1 p<0.001) and for each dosersusnegative control’(
p<0.05)
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Figure 6 Micronucleus test of NP in 16HBE140- cells16HBE140- cells were treated for 3h under
increasing concentrations of NBdded to MEM in the presence or absence of FCSlti®ocontrol
was Mitomycin C (2.5 pug/ml) and negative controhsisted of cells treated with the vehicle (PBS).
After a recovery period of 40 h the micronucleust tgas performed as described in “Materials and
Methods”. Micronuclei (MN) were scored at 500x mdigation for 2000 mononuclear cells in each
concentration. MN frequency is expressed for 100tnhanuclear cells. CHItest was used for
statistical comparison of the micronuclei °/°° inatedversuscontrol cells; *p<0.05; ** p<0.01; ***

p<0.001, and between each treatment condition (with or without FCS); 11 p<0.01.
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Size (Mean1S.D.) PDI Zéta potential Structure Fluorescent dye

60nm £ 13.1 0.22 +25mV 1.5 Porous NP FITC

Table 1: Characterization of NP+ nanoparticles
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Figure 1: Endocytosis of NP+ in human bronchial epithelial cells
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Figure 2: Cytotoxicity of NP+
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Figure 2: Fig. comet assay with fpg, determination of oxidative lesions on DNA
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Figure 3: Micronuclei assay
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Figure 4: Effect of FBS and BSA on nanoparticles surface charge
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Figure 5: Effect of FBS and BSA on nanoparticles endocytosis
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Conclusion

Notre étude montre que les NRe sont ni cytotoxiques ni génotoxiques sur ldkiles épithéliales
bronchiques humaines, méme a des concentrationh®lgeées non réalistes in vivo. L'étude révele
également un effet protecteur du sérum sur lasweliulaire et la génotoxité des cellules 16HB&:. P
ailleurs, le sérum est capable de modifier lesatéristiques physicochimiques des ‘NEharge de
surface) ce qui se traduit par une diminution de lkendocytose. Cette étude souligne également
'importance de mettre au point des méthodologdzgptées a I'étude de la toxicité des nanoparticules
sur les épithéliums respiratoires. Les résultatatreat en effet que les conditions expérimentates e
notamment la composition du milieu de culture psignificativement modifier l'interaction des
nanoparticules avec les cellules. Dans le cas us&et effet s’explique par la fixation des pnoss
sériques sur les nanoparticules, entrainant undficaitbn de leurs caractéristiques physicochimgjue
et donc de leur interaction avec les cellules rasmres (endocytose, toxicit€). Ces résultats
confirment I'importance des conditions expérimesdalsur [I'évaluation de la toxicité des

nanoparticules.
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CHAPITRE 3

DELIVRANCE DE PROTEINES

Présentation de I'étude

Dans ce chapitre, nous avons évalué le potentieN#& comme vecteurs intracellulaires de protéines
dans les voies respiratoires. Ces nanoparticulemontré leur capacité comme vecteurs de protéines
pour de nombreuses applications in vivo. Cependesitnécanismes impliqués a I'échelle cellulaire
sont encore mal connus. Dans ce travail, nous pmysosons d’étudier et de décrire les mécanismes
mis en jeu dans le transport et la délivrance detftalaire de protéines par les nanoparticulesr Pou
cela, nous avons également étudié des nanopasti@ENP qui sont une forme modifiée de NP
dans laquelle a été inséré un coeur lipidique amiena base de DPPG. L'utilisation des DGMBus
permettra d’étudier I'importance de la structuréeine des nanoparticules (hydrophobicité, charge
anionique) sur I'association et la libération icghulaire de protéines. Dans un premier tempssnou
avons étudié I'endocytose des deux types de naiydas par les cellules épithéliales bronchiques
humaines et la localisation de ces nanoparticues des cellules. Nous avons étudié la capacité des
nanoparticules a associer de l'ovalbumine dansémifftes conditions, et linfluence sur leurs
caractéristiques physicochimiques. Enfin, nous avoétudié la délivrance intracellulaire
d’ovalbumine, les sites de libération et le devel@is nanoparticules et des protéines apres libarati
Pour chacune de ces études, I'utilisation des dwpes de nanoparticules (NBt DGNP) nous a

permis d’étudier I'importance de la structure ineedes nanoparticules sur les mécanismes impliqués.
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ABSTRACT

The delivery of protein in the airway using nanoparticles (NP) is an emerging strategy that shows
encouraging results in vivo for several applications. However, the mechanisms by which NP deliver
proteins to the inside of cells remain poorly understood. In this study, we investigated the
intracellular delivery of ovalbumin (OVA) in human airway cells by two porous cationic
polysaccharides nanoparticles. These NP have the same surface charge density but differ in that their
inner core contains either cationic or anionic charges (respectively: NP* and DGNP®). Confocal
microscopy showed a rapid uptake of both NP by human airway cells, followed by a significant
accumulation in clathrin vesicles and early endosomes. Both NP were found to associate OVA in a
guantitative manner, and this association was stable even in presence of serum proteins. We
observed that the two NP greatly increased OVA uptake by human airway cells, meanwhile FRET
studies using FITC-labeled NP and TRITC-labeled OVA showed a gradual release of OVA from NP
within cells, and this was much faster with DGNP* than NP*. These results were confirmed using OVA-
DQ to follow OVA degradation fragments within cells. Both NP increased intracellular proteolysis of
OVA, however DGNP" facilitated OVA escape from endosomes. Studies with trypsin and pepsin at
different pH strongly suggested that both NP can protect (in the extracellular medium) or promote
(in acidic endosomes) protein proteolysis, depending on the environment. Interestingly, the
mechanisms involved could be explained as a function of protein global charge at different pH. All
these results confirm the importance of not only the surface charge but also the inner composition of
NP in determining their efficacy as tools for the delivery of proteins to different cellular
compartments.

KEYWORDS: porous nanoparticle; endocytosis; protein delivery; airway epithelium; cell trafficking
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1. Introduction

The strategy of employing nanoparticles (NP) to administer drugs via the respiratory tract is receiving
significant attention as an alternative to the more common oral or intravenous methods. Indeed,
delivery via the airway is an easily accessible and non-invasive route of drug administration which
allows molecules to avoid the first-pass effect in the liver and/or gut. Moreover, the respiratory tract
constitutes a very large surface for drug absorption, with a vast underlying vascularization, a
relatively thin epithelial barrier and a low proteolysis activity compared to other administration
routes [1]. All these characteristics make the airway potentially suitable for both local and systemic
delivery. However, the airway’s mucosa also constitutes a tight, selective barrier which complicates
the delivery of macromolecules. Nanoparticles have a proven ability to overcome this barrier by
passing through the mucus and strongly interacting with airway epithelial cells. The association of
drug molecules with NP is therefore a promising strategy for efficient drug delivery via this route.
Nanoparticles as protein carriers are expected to provide many advantages such as improved protein
stability, protection from proteases, cell targeting, deeper airway deposition, and higher uptake and
bioavailability [2, 3]. However, the mechanisms involved in NP interactions with airway epithelial
cells, their endocytosis and their ability to deliver proteins within cells still remain unknown. We
recently developed porous nanoparticles with different inner core compositions, and found that they
were able to be loaded with large amounts of proteins, and are thus interested in evaluating their
behavior after mucosal administration [4].

The aim of this study was to characterize the mechanisms of endocytosis and protein delivery of two
cationic nanoparticles that differ in their inner core composition and hence evaluate their potential
as drug delivery systems.

1. Materials and methods

1.1 Materials

Maltodextrin was purchased from Roquette (Roquette, France), NaBH4 from Acros Organics and
DPPG (1,2-dipalmitoyl-snglycero-3-phosphatidylglycerol) from Lipoid (Germany). Epichlorhydrin (1-
chloro-2, 3-epoxypropane), PFA (paraformaldehyde), FITC (5-[4,6-dichlorotriazin-2-yl] amino)
fluorescein, TRITC (tetramethyl rhodamine isothiocyanate), chloroquin, trypsin, pepsin, ovalbumin
and DQ-ovalbumin were purchased from Sigma Aldrich. DAPI (4',6'-diamidino-2-phenylindole), Dil
(1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-Tetramethylindocarbocyanine  Perchlorate), GTMA (Glycidyl-trimethyl-
ammonium chloride), lysotracker red DND, triton-X100, DMEM, PBS (Phosphate buffered Saline), rat
tail type | Collagen, calf foetal serum, Penicillin/Streptomycin antibiotics mixture and L-glutamine
were purchased from Invitrogen-Life Technologies. Mouse primary antibodies to LAMP-1 and CD63,
rabbit primary antibodies to GP130 and Calnexin were from Ozyme. Secondary anti-mouse and anti-
rabbit antibodies coupled with Alexa Fluor 555 were from Molecular probe (Invitrogen, France). The
Human bronchial epithelial cell line 16HBE14o- (16HBE) was obtained from Dr. Gruenert D.C.
(Colchester, Vermont, USA).

1.2 Preparation and characterization of polysacchagdéenic nanoparticles
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Polysaccharide cationic nanoparticles (NP*) were prepared from maltodextrin as described previously
[4, 5]. Briefly, 100g of maltodextrin were dissolved in 2N sodium hydroxide with magnetic stirring at
room temperature. Addition to the crude mixture of epichlorhydrin and GTMA (cationic ligand)
yielded cationic polysaccharide gel. The gel was then neutralized with acetic acid and crushed with a
high pressure homogenizer (Emulsiflex C3, France). The NP' thus obtained were purified by
tangential flow ultra-filtration (Centramate Minim Il, PALL, France) using a 300 kDa membrane (PALL,
France) to remove oligosaccharides, low-molecular weight reagents and salts. Whenever necessary,
NP* labelling was achieved by covalently binding FITC to the polysaccharide core [6]. These labelled
particles were washed and purified by tangential flow ultra-filtration (Centramate Minim II, PALL,
France) using a 100kDa membrane (PALL, France) with demineralised water until no free marker was
detected in the ultra-filtrate. The labelled NP* (1mg/ml) were stored in sterile tubes after filtration
through a 0.2um filter.

DGNP"* are NP* with anionic phospholipids incorporated in their core. They were prepared by mixing
NP* and DPPG above the gel-to-liquid phase transition temperature of the phospholipid [7].
Polysaccharide and phospholipid concentrations were 10 and 7mg/ml, respectively. The fluorescent
labelling of DGNP* was performed by mixing DGNP* with 1% (Dil/lipid; w/w). The labeled DGNP* were
further purified by gel permeation chromatography on a PD10 Sephadex desalting column (GE
healthcare).

1.3Size and zeta potential measurements

The average hydrodynamic diameter of NP was measured by dynamic light scattering and the zeta
potential was measured in 15mM NaCl by photon correlation spectroscopy using the Malvern nanoZS
(Malvern Instruments, France). Three measurements were carried out in order to ensure the
reproducibility of the results.

1.4 Labelling of ovalbumin with a fluorescent probe

To label ovalbumin, 20ul of FITC or TRITC (50mg/ml in DMSO) were added to 10mg of ovalbumin
solubilised in 2ml of 0.1M bicarbonate buffer, and the solution was mixed for 5 hours in the dark at
room temperature. The preparation was filtered by gel filtration on a PD-10 Sephadex desalting
column. Repeated gel filtration was performed to assess the total elimination of free FITC.

1.5Characterization of ovalbumin binding to NP

Fluorescent ovalbumin (FITC-OVA) (original concentration = 1mg/ml) and NP (original concentration
= 5mg/ml) were mixed under gentle stirring in PBS for 10min at room temperature, at the ratio of
NP/OVA (3/1, w/w). In order to determine the percentage of ovalbumin associated to nanoparticles,
the preparation was filtered twice on 100K Nanosep® device (Pall Life Sciences), and the fluorescence
intensity was measured in the filtrate. The percentage of association was calculated as a percentage
of total fluorescence obtained from filtration of FITC-OVA alone. Experiments were performed in
triplicate and the values presented below represent the mean measurement obtained from the three
experiments.
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1.6 Cell culture

16HBE cells (Passage 9 to 19) were seeded on 8-well glass chamber slides (LabTek” Il, Thermo
Scientific Nunc Lab, UK) at a density of 3x10° cells per well (0.8cm?). Chamber slides were previously
coated with a mixture of collagen and fibronectin (4/1: v/v), and cells were incubated at 37°C in a
humidified 5% CO, atmosphere in DMEM complete medium (DMEM supplemented with 10%
decomplemented FCS, 100U/ml Penicillin, 100ug/ml streptomycin and 1 % L-glutamine). The medium
was renewed every other day and after 3-4 days of culture, the cells were confluent with a density of
about 1x10° cells per wells (0.8cm?).

1.7 Immune labelling of endosomes

Intracellular localization of NP was investigated in 16HBE cells using immune labelling of organelles.
Cells were incubated 30min at 37°C with 10ug of fluorescent-NP (NP*FITC or DGNPDil) diluted in
0.4ml PBS, then washed twice with PBS and fixed for 10min at room temperature with 200ul of 4%
PFA. For immune labelling, cells were permeabilized for 10 min with 3% triton X100 (in PBS),
saturated with PBS containing 0.1% saponin and 2% FCS, then incubated with specific primary
antibodies (dilution : 1/100) against: early endosomes (EEA1), late endosomes and multi-vesicular
bodies (CD63), lysosomes (LAMP-1), endoplasmic reticulum (calnexin) or cis-golgi (GP130). After 2h
of incubation, cells were washed and incubated for 2 hours in darkness with secondary antibodies
coupled with Alexa Fluor 555 diluted to 1/400. Finally, cells were washed and nuclei were labelled
with DAPI (dilution 1/1000 in PBS for 10min).

1.8 Delivery of ovalbumin by NP

Ovalbumin (OVA) was associated to NP at the NP/OVA ratio of (3/1, w/w) as described above.
Different types of fluorescent ovalbumin were used: FITC-OVA, TRITC-OVA and DQ-OVA. Cells were
washed twice and incubated at 37°C for 3, 30 or 120min, with 10ug NP/OVA in 0.4 ml PBS per well
(corresponding to 10ug of NP and 3ug of OVA per well). Cells were then washed twice, fixed with 4%
PFA and nuclei were labelled with DAPI (1/1000 in PBS for 10min). Finally, slides were mounted on
glass microscope slides with glycerol (50% in PBS) before confocal microscopy study.

1.9 Study of intracellular Fluorescence Resonance Bnergnsfer (FRET)

In order to investigate NP and ovalbumin separation inside cells, we used FITC coupled with NP (FITC-
NP) and TRITC coupled with OVA (TRITC-OVA) as donor and acceptor fluorescent probes
(respectively) for FRET. Cells were washed twice with PBS and incubated for different times at 37°C
with NP/OVA formulation. After incubation, cells were washed twice with PBS, fixed with 4% PFA
then slides were mounted on glass microscope slides with glycerol. Cells were visualized under a
Zeiss LSM 710 (confocal microscope, Zeiss, France). Control settings were performed on a microscope
with each fluorophore (FITC: A.,=488nm, A¢,=538nm; TRITC: A.,=540nm, A.,=580nm) to verify that
emission spectra were not overlapping. We used cells incubated with double labelled-NP (TRITC-
FITC-NP) as a positive control to set FRET excitation and emission wavelengths (FRET: Aey(rirc)=488nm,
Aemtri=580nm), and cells incubated separately with FITC-NP and with TRITC-NP as negative
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controls. Finally, cells incubated with FITC-NP/TRITC-OVA formulations were observed under confocal
microscopy and photographed with a magnification of 40x, at Aerir)=488nm, Aem(trirg=580nm. Eight
confocal slices were taken every 4 um from the apical to the basal side of the cells (corresponding to
a total height of 28um in cells), and z-stacked to one image. Experiments were performed in
quadruplet and fluorescence intensities were measured from z-stacked images using the software
SigmaScan Pro 5 (Systat software, Inc.).

1.10 DQ-OVA degradation in presence of proteases

In order to investigate the proteolysis of OVA associated or not with NP, 10ug NP/DQ-OVA (3/1, w/w)
were diluted in 200ml of PBS (150mM; pH 7.2) and disposed in a 96 MicroWell™ Plates (Nunc, US).
For trypsin treatment, 50ul of trypsin (0.2mg/ml in PBS) was added to each well and the plate was
incubated for 120min at 37°C in a microplate fluorometer (Fluoroscan Ascent, Thermo Scientific,
France) and fluorescence from DQ-OVA hydrolysis was measured (A=488nm, A.,=527nm) at
different incubation times. For pepsin treatment, the same experiment was performed using 50ul of
enzyme (0.2mg/ml) in acetate buffer (150mM; pH 4.5). Experiments were performed in triplicate and
the fluorescence values presented below represent the mean fluorescence intensities of each
condition.

1.11 Treatment with chloroquin

In order to investigate whether the degradation of DQ-OVA was performed in acidic endosomes, the
cells were first incubated for 30 minutes at 37°C with 50uM chloroquin. 16HBE cells were then
incubated for 30min at 37°C with 0.4ml PBS containing 3ug of DQ-OVA, associated or not to NP (3/1,
w/w). The cells were finally washed, fixed and the nuclei stained with DAPI.

1.12 Confocal microscopy and data analysis

The glass chamber slides were mounted with glycerol and photographed under a fluorescence
confocal microscope (Zeiss LSM710, Zeiss, France). All experiments were performed in quadruplicate
and four pictures of each condition were taken in random fields of the slides (about 100 cells per
field). The fluorescence intensity of each picture was measured using the SigmaScan Pro 5 software
(Systat software, Inc.).
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2. Results
2.1 Characterization of NPand DGNP

A schematic representation of NP* and DGNP* nanoparticles is given figure 1. NP* are made of porous
cationic nanoparticles and lipids are inserted into NP* to produce DGNP". The mean diameters of NP*
and DGNP* were 61 and 63nm and their poly-dispersity indices were 0.21 and 0.19, respectively
(Table 1). They were both highly cationic as their zeta potentials were +25 and +21.7mV, respectively.
These measurements show that the insertion of the anionic phospholipids into the NP* core did not
significantly modify their size and their zeta potential, suggesting that these lipids were inserted into
their core [4].

2.2Kinetics of endocytosis of NRrand DGNP

We analyzed the kinetics of endocytosis of NP* and DGNP" in epithelial cells. Interestingly, even if
both NP have the same size and surface charge, we observed that the kinetics of endocytosis differed
(Figure 2). Indeed, faster uptake and saturation of uptake is observed for NP after 20 minutes of
incubation while uptake of DGNP* was slower and only reached saturation after 60min.

2.3Intracellular localization of NP

We investigated the NP intracellular localization, after 30min of incubation, by immunofluorescence.
Confocal microscopy did not show any co-localization of NP* with a marker of late endosomes (LE:
CD63), lysosomes (LAMP-1) or in Golgi (GP130) (figure 3). Co-localization was observed with clathrin-
coated vesicles and early endosomes. Experiments performed with DGNP* showed exactly the same
results, indicating that the localization of both NP was identical and suggesting that both follow the
same intra-cellular traffic (data not shown).

2.4Intracellular delivery of ovalbumin by NPs

2.4.1 Characterization of NP/OVA formulations

The characterization of OVA binding to NP is given in Table 2. The formulations were made by mixing
prepared NP and FITC-OVA in a ratio of 3/1. Binding of OVA to NP was evaluated by measuring
fluorescence in eluate after two consecutive filtrations on a 100K Nanosep” membrane. We observed
that protein loading did not change NP size or zeta potential suggesting that OVA was successfully
inserted into the NP cores. Interestingly, the loading of OVA within both the NP studied here was
guantitative at pH 7.2 even when the formulation was mixed with 10% serum. Furthermore, at acidic
pH association remained stable (NP*: 78%, DGNP": 94%) and only 22 % release was observed with
NP’.
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2.4.2 Ovalbumin delivery in cells

We investigated the ability of both NP to deliver ovalbumin into cells. Cells were incubated with
NP/FITC-OVA and the quantification of intracellular delivery of FITC-OVA by NP was investigated
using confocal microscopy. As shown in figure 4, both NP* and DGNP" efficiently delivered FITC-OVA
into cells, even after only 3min of incubation. Furthermore, compared with FITC-OVA alone, after
30min FITC-OVA delivery was at least 20 times higher using both NP. However, despite our
observation that intracellular localization of NP" and DGNP® was the same, some qualitative
differences in OVA intracellular localization were observed. The FITC-OVA fluorescence pattern
appeared punctuated in cells when associated with NP*, characterizing a vesicular localization. By
contrast, the fluorescence pattern of FITC-OVA delivered by DGNP* appeared as a mix of punctuated
and diffuse fluorescence (figure 5). This apparent difference in distribution could suggest that NP*
delivery is mostly restricted to vesicular compartments while DGNP" deliver proteins into cytoplasm.

In order to understand the intracellular fate of the NP/OVA formulations, we used Fluorescence
Resonance Energy Transfer (FRET) analysis using FITC coupled with nanoparticles and TRITC coupled
with OVA as FRET based donor-acceptor fluorescence. The emission spectra of the FITC overlaps with
the excitation spectra of TRITC, therefore when both fluorescent probes are close enough (<10nm),
excitation of FITC (at 488nm) induces emission and energy transfer to TRITC (see figure 6A). As
observed in figure 6B, intracellular FRET gradually decreased over time with both NP, showing a
progressive release of OVA from the NP. Interestingly, the kinetics of OVA release differed regarding
the NP used (figure 6C). Indeed, compared with DGNP*, OVA remains associated to NP* for a longer
time, and a significant decrease in intracellular FRET was observed after 6h of incubation (figure 6B).
On the other hand, this decrease was more accentuated with DGNP" as a significant fall of FRET was
observed as soon as 4h incubation, suggesting that OVA was released faster from DGNP” (figure 6C).
Regardless of the NP used, no plateau in fluorescence was observed after 24 hours of incubation.

3.1.Intracellular degradation of ovalbumin delivered by NP

To evaluate OVA degradation within cells, we used DQ-OVA coupled with NP: DQ-OVA is a modified,
self-quenched ovalbumin that exhibits a bright green fluorescence upon proteolytic degradation [9]
and is conjugated to BODIPY FL dye (Ae=505nm, A.,=515nm), a photostable and pH insensitive
fluorochrome in a pH range of 3-9. When the degradation fragments of DQ-OVA are accumulated at
high concentration in organelles, they form excimers that emit at A.,,=622nm (red) by fluorescence
resonance energy transfer (FRET). This red fluorescence is therefore characteristic of degraded DQ-
OVA entrapped in vesicles. Non-fluorescent NP were associated with DQ-OVA and we performed a
kinetic study of DQ-OVA delivery in cells using DQ-OVA associated or not with NP. Confocal
microscopy showed that both NP* and DGNP® greatly improved DQ-OVA internalization and
degradation in cells (figure 7A, compared with DQ-OVA alone). Indeed, after only 3 minutes, a
significant amount of proteins was hydrolyzed within cells. Moreover, while hydrolyzed DQ-OVA
delivered by NP* appeared more punctuated, it seemed more diffuse when associated with DGNP".
The quantification of DQ-OVA fluorescence at 515nm showed higher fluorescence intensity at 30min
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with DGNP* compared to NP*, suggesting a faster proteolysis of DQ-OVA when associated with
DGNP®. After 120min of incubation, both NP exhibited equivalent amounts of DQ-OVA degradation in
cells, suggesting a saturation of the degradation (figure 7B). However, quantification of fluorescence
intensity at 622nm showed differences between the NP since OVA-DQ fluorescence observed with
DGNP*was maximal after 30 minutes while keep on increasing with NP* (figure 7C).

3.2. Chloroquin treatment

To demonstrate the involvement of acidic endosomes in DQ-OVA degradation, we used chloroquin,
an inhibitor of endosomal acidification [10] (Figure 8A). Chloroquin treatment inhibited 70% of OVA-
DQ delivered by NP* and 75 % of OVA-DQ delivered by DGNP* (Figure 8B). These results suggest that
DQ-OVA is mainly degraded in acidic endosomes.

3.3.Influence of NP association on ovalbumin degradation by proteases

In order to understand whether protein formulation with NP could influence their degradation by
proteases, we used DQ-OVA associated or not in NP* and DGNP”. Trypsin was used as a model of
physiological protease found in the airway mucosa [11] and pepsin as an acidic protease, an
homologue to cathepsins which are important proteases in acidic endosomes [12, 13]. Fluorescence
intensity of DQ-OVA degradation was measured over time at 37°C. As observed in figure 9A, DQ-OVA
alone was more sensitive to trypsin hydrolysis compared to DQ-OVA associated with NP, showing a
protective effect of NP toward proteases at pH 7.2. Moreover, this protection was more effective
with NP* than with DGNP”. In contrast, at acidic pH, formulation of DQ-OVA in NP* and DGNP* highly
increased DQ-OVA degradation in the presence of pepsin (figure 9B). Interestingly, NP with an
anionic lipid core (DGNP) exhibited increased OVA degradation, up to 2.5 fold compared with NP*
and 11 fold compared with free DQ-OVA, after 120min incubation. These findings strongly suggest
that both NP can protect or stimulate protein proteolysis, depending on the surrounding conditions.

4. Discussion

In the search for new drugs, protein and peptides are increasingly seen as promising candidates for
the development of new therapeutic molecules for several applications, including cancer, diabetes,
inflammatory diseases, allergies or vaccines. However, their efficient clinical use remains problematic
due to several limitations such as their poor ability to cross biological barriers, poor stability including
spatial conformation and proteolysis, and premature clearance by the kidneys. These limitations
result in low bioavailability of therapeutic proteins and a short lifespan in blood. Pulmonary
administration is a noninvasive route of administration, which allows local and systemic therapies
with a rapid onset of action and avoids the first-pass effect [1]. It allows accessing the systemic
circulation via a relatively thin epithelium with a relatively high surface area for absorption (75—
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150m?). However, at cellular level, the delivery of large peptides and proteins is generally limited by
their macromolecular size which prevents diffusion through membranes, and mostly requires the
presence of specific transporters in the plasma membrane [14]. To overcome these difficulties, the
use of colloid vectors, especially nanoparticles, is one of the most promising strategies. Indeed it has
been shown that the nanoencapsulation of macromolecules in colloidal particles protects them and
enhances their transmucosal passage [15, 16]. This property highlights the interest of using colloids
to protect proteins against proteolytic degradation [17]. The aim of this work was to evaluate two
porous polysaccharide cationic NPs, differing from their inner core, as protein carriers and delivery
systems in airway epithelial cells.

We first investigated their endocytosis focusing on their intracellular localization and their ability to
deliver proteins in cellular compartments. Nanoparticles of size < 100nm are generally endocytosed
via the clathrin or caveolae pathways [18]. Confocal analysis showed that both NP studied here are
partially co-localized with clathrin vesicles suggesting an endocytosis via the clathrin pathway (figure
3). This result confirms our previous study where we found that clathrin inhibitors impaired
endocytosis of NP* [8]. Clathrin endocytosis is the most common endocytosis pathway of NP [19].
Interestingly we observed different kinetics of endocytosis between the two NP examined (figure 2).
This emphasizes the importance of not only the surface charge but also the composition of the inner
core of the NP in determining not only the extent, but also the mechanism of endocytosis. In general,
after detachment of the clathrin-coated vesicles from plasma membrane, the resulting vesicles
referred to as pinosomes deliver their cargo to early endosomes and then to multivesicular bodies,
late endosomes and finally to lysosomes [20]. Interestingly after 30 minutes of incubation, NP*
appeared as punctuated forms characterizing endosomal localization. However, experiments with
immune labeling did not show any co-localization with the endoplasmic reticulum, the golgi
apparatus, the late endosomes and even the lysosomes. These results suggest that these NP can
escape the lysosomal degradation pathway (figure 3). Intracellular delivery of ovalbumin using both
NP was highly efficient (figure 4). However, the mechanisms involved seem to be different between
the NP: while the distribution pattern of OVA delivered by NP* appeared punctuated in cells,
characterizing endosomal localization, OVA delivered with DGNP* was diffused throughout the
cytoplasm (figure 5). This observation was further confirmed by FRET studies that demonstrated an
accumulation of delivered proteins in vesicular compartments with NP* (increase of 622nm FRET,
figure 7C) while DGNP" appeared more efficient in the delivery of proteins (faster decrease of FRET,
figure 6).

We then addressed the stability of endocytosed proteins carried by nanoparticles. We used OVA-DQ,
a non-fluorescent protein which turns fluorescent after proteolytic degradation [21]. We observed
that NP protected OVA-DQ from degradation at pH 7.2 while promoting its degradation at acidic pH
4.5 (figure 9). This could be explained by the isoelectric point (pl) of the different proteins of the
experiment, namely OVA (pl=4.7) and the representative proteases (trypsin: pl=10.6, pepsin: pl=3.2)
(figure 10). At physiological pH, OVA is anionic and is attracted to the core of the cationic
nanoparticles (stable zeta potential, Tables 1 and 2). In addition, trypsin is cationic at physiological
pH, leading to electrostatic repulsions with cationic nanoparticles, and further protecting OVA from
surrounding proteases. It is noteworthy that differences observed between the NP could be
explained by the anionic lipidic core of DGNP" that either could interact with cationic trypsin to
increase OVA degradation, or could impair OVA-DGNP" interactions (figure 9A). At acidic pH 4.5,
behavior was very different (figure 9B): OVA has reached its pl meaning it is globally neutral, perhaps
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weakening OVA-NP interactions, while on the other hand pepsin, a representative acidic protease, is
anionic and interacts readily with the NP. Hence, more acidic conditions potentially favor OVA-
protease interactions and the subsequent degradation of OVA. The double ionicity of DGNP+
(cationic nanoparticles with anionic lipidic core) could help NP-OVA interactions explaining higher
degradation rate with DGNP+ than with NP+ (figure 9B). This property could be exploited to
efficiently deliver therapeutic peptides obtained from proteins.

5. Conclusion

In summary, we observed that surface charge and inner composition of NP have an important role in
protein delivery within epithelial cell compartments. Final location of the delivered protein appears
to be dependent upon the inner core composition. NP delivered proteins to the vesicular
compartment whereas DGNP* favored a weak endosomal escape of the loaded protein. Interestingly,
both NP appeared able to protect loaded proteins from proteolytic degradation at physiological pH
(either outside cells or in cytoplasm), while they appeared to promote their degradation under acidic
conditions. These results describe for the first time the influence of the NP inner core composition on
intra-cellular protein degradation and delivery.
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FIGURES
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Fig.1. Schematic representation of NP and DGNP".
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Fig.2. Kinetics of endocytosis of NP* and DGNP" in 16HBE cells.
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FIGURES CAPTIONS

Fig.1. Schematic representation of NP* and DGNP".

Fig.2. Kinetics of endocytosis saturation of NP in 16HBE cells. Cells were incubated at 37C with 10 ug of FITC-
NP+ and dil-DGNP+ for 3, 9, 15, 30, 60 and 120 min, washed twice with PBS then fixed with 4% PFA. NP
endocytosis was visualized and fluorescence quantified using confocal microscopy. Experiments were performed

in quadruplet and error bars represent the standard deviation.

Fig.3. Confocal analysis of the vesicular localization of NP+ or DGNP+ in cells. Cells were incubated for 30 min at
37 with 10 pg FITC-NP then fixed with 4% PFA. Specifi ed cell endosomes were immune stained using specific
antibodies: AP2 (Clathrin vesicles), EEA1 (early endosomes), CD63 (Late endosomes and multivesicular bodies,
L.E.), LAMP-1 (lysosomes), calnexin (endoplasmic reticulum E.R.), and GMP 130 (Cis-golgi). Cells were
visualized under confocal microscopy. The secondary antibodies were coupled with Alexa Fluor 555 and the

nuclei with DAPI. Scale bar 10 pm.

Fig.4. Intracellular delivery of OVA-FITC. NP+ and DGNP+ were loaded with FITC-OVA (3NP/1OVA) and
incubated for different periods with 16HBE cells. After, 3 min, 30 min and 120 min of incubation, cells were
washed with PBS and fixed with 4% PAF. Intracellular FITC-OVA was quantified by confocal microscopy (***

p<0.001).

Fig.5. Comparison of ovalbumin intracellular delivery by NP+ and DGNP+ using confocal microscopy. NP+ and
DGNP+ were loaded with FITC-OVA and incubated for different periods with 16HBE cells. After 30 min
incubation, cells were washed with PBS and fixed with 4% PAF. Intracellular FITC-OVA was visualized by

confocal microscopy. Scale bar = 10pum.

Fig.6. Comparative study of FRET between NP+ and DGNP+ nanoparticles loaded with OVA. 16 HBE cells were
incubated for different periods with NP-FITC/OVA-TRITC or DGNP-FITC/OVA-TRITC: schematic representation

of FRET (A). FRET was analyzed at 590 nm after irradiation of NP+ (B) and DGNP+ (C) at 530 nm.

Fig.7. Comparison of intracellular delivery of DQ-OVA by NP+ and DGNP+ using confocal microscopy. 16HBE
cells were incubated for 3, 30 and 120 min with 3ug DQ-OVA associated or not with non fluorescent NP+ and
DGNP+. Fluorescence intensities of degraded DQ-OVA in cells were observed (A) and measured at 515 nm (A

and B) and 622 nm (C) using confocal microscopy. Scale bar= 10 pum (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).
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Fig.8. Effect of chloroquin on DQ-OVA degradation. Cells were pre-incubated 30 min at 37C with 50 pM
chloroquin then incubated for 30 min with NP/DQ-OVA (10 pg NP containing 3 pg DQ-OVA). The degradation of
DQ-OVA was observed by confocal microscopy (A) and quantified at 515nm (B). Scale bar= 10um (** p<0.01, ***

p<0.001).
Fig.9. Effect of NP association on OVA-DQ degradation by proteases. NP+ and DGNP+ loaded with DQ-OVA
were incubated at 37°C in presence of trypsin at pH 7.2 (A) or pepsin (B) at pH 4.5. DQ-OVA degradation was

quantified at 530 nm.

Fig.10. Effect of pH on protein isoelectric point. A: pH 7.0; B: pH 4.5; OVA pl= 4.5 — 4.7; pepsin pl=2.9 — 3.2;

trypsin pl = 10.1 - 10.5

Figure 11: Schematic representation of ovalbumin intracellular delivery by NP* and DGNP™.
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TABLES

Table 1

Characterization of NP

Size (Mean) PDI Zeta potential Lipid (DPPG) Structure
NP* 61nm 0.21 | +25 mV 0% Porous nanosphere
DGNP" | 63nm 0.19 | +24 mV 70% Porous nanosphere with lipid core
Table 2

Characterization of NP/OVA formulations

Characterization Percentage of association (%)

NP/OVA (w/w) Size Pdl Zeta potential pH 7.2 Serum pH 4.5
NP* 31 60nm | 0.15 +25 mV 100 100 78
DGNP* 31 61lnm | 0.17 +23 mvV 100 100 94
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Conclusion

Cette étude souligne l'importance des caractédstgphysicochimiques des nanoparticules pour la
vectorisation intracellulaire de protéines. Lesultaés montrent que les deux particules pénétrent
massivement dans les cellules tout en échapp&adradsage lysosomal. L'étude de I'association avec
les protéines montre que les deux nanoparticukscast de facon quantitative les protéines, décet
association reste stable méme en présence de na®téiu sérum. Les études de délivrance
intracellulaire d’ovalbumine montrent que ces nambpules sont capables de protéger les protéines
de I'action des protéases du milieu extracellujamat en favorisant leur dégradation intracelhdaiu
niveau des compartiments acides. Nos résultatseseiggqu’en modifiant la structure interne des
nanoparticules par incorporation d’'un phospholipiaieionique (DGNP, nous augmentons la
protéolyse dans les endosomes acides et I'échappetas protéines vers le cytosol. Ces résultats
démontrent que la structure interne des nanopleticporeuses influence significativement les

mécanismes d’association, de transport et de ferdeéte intracellulaire de protéines.
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DISCUSSION GENERALE

Le choix du modele cellulaire

Etudier in vitro l'interaction des nanoparticules avec les épitm$ des voies respiratoires (VR)
nécessite la mise au point de méthodologies fiakpesdictives et reproductibles, adaptées aux
nanoparticules. Les conditions expérimentales @&fiainsi que le modéle cellulaire choisi doivent
pouvoir étre prédictifs d’'une exposition réelle zHdhomme. Bien gu’intéressante, l'utilisation de
cultures primaires d’'épithéliums respiratoires pdss problemes de reproductibilité et de stabilité.
Par ailleurs, les VR sont composées de plusiemsstgellulaires aux caractéristiques spécifiques et
aux proportions variables. Il est donc importantheisir une lignée cellulaire la plus proche plolssi
des cellules primaires et suffisamment représemtates types cellulaires rencontrés dans les VR.
Plusieurs lignées cellulaires d’épithélium respira humain ont été développées (Sakagami, 2006).
Parmi celles-ci, nous avons choisi la lignée caital L6HBE140- (ou 16HBE), une lignée cellulaire
d’épithélium bronchigue humain. Elles ont été isslémmortalisées et caractérisées par I'équipe du
Dr D. Gruenert (Gruenert et al., 1988). Elles sisaties de la transformation de cellules primaires
d’épithélium bronchique humain (HBE pour Human Brioial Epithelial cells) a I'aide d’'un plasmide
(pSVori) contenant I'antigéne T du virus Sv40. lkéffte 16 représente le numéro du clone isolé et le
chiffre 14 désigne le numéro de I'’échantillon desdi utilisé. La notation o- (pour ori-) désigne

I'origine de réplication inactive du plasmide (Cogeet al., 1994).

Les cellules 16HBE présentent des caractéristigeedifférenciation morphologique et fonctionnelle
trés conservées par rapport a I'épithélium bronehigrimaire: forme, polarité, microvillosités
apicales, transports ioniques, jonctions adhéremtsserrées, enzymes de métabolisme des
xénobiotiques, et la production de nombreuses mtd@éade communication cellulaire (Cozens et al.,
1994; Ehrhardt et al., 2002; Forbes, 2000). Elemént un diamétre moyen a confluence de 23um
(Wan et al, 2000 et se caractérisent par I'expression de nomesejmctions serrées a confluence,
une résistance électrique trans-épithéliale (TEEIRYée, et une faible perméabilité para-cellulaire
(Ehrhardt et al., 2003; Forbes et al., 2003). Oampareil respiratoire, les cellules pseudo-digds
représentent la majorité des cellules de I'arbaghttobrochique, elles sont également présentes en
grand nombre dans les bronchioles et les bronchigleninales, et participent aux mécanismes de
protection des VR (Chilvers and O'Callaghan, 200@nner et al., 1996). Le choix de ce modele est

donc pertinent pour I'étude de l'interaction deaayaarticules avec les cellules des VR.
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Figure 16. Cellules 16HBE aumicroscope électronique a balayag(Forbes ad Ehrhardt, 200!

Pour nos expériences, nous as opté pour un mode de culture en immersiour cela, lescellules
sont cultivées dans umilieu complet composé de milieu DMEM contenan% de sérum de vei
foetal, 1% de Lglutamine et 16 d’antibiotiques (pénicilline/streptomycine).z/ant ensemencemel
les supports sont recouvertsin mélange de collagene et de fibroneclt humaines (rapport 4:
respectivement). Ainsi uitivées, les cellules 16HBE sont dans des cions optimales pot
I'expression de leurs marquetde différenciatio(Cozens et al., 1992).

Des études montrent efifet que la densité d’ensemencement, le type de met surtout le mode ¢
culture, influencent fortemel la différenciation des cellules 16HBE. isi, Ehrhardt et se
collaborateurs ont montré qua présence d’'un fluide apical est nécessaila différenciation des
cellules 16HBE en une barrie épithéliale fonctionnelleLeur travaux montmt notamment que
culture des cellules 16HBE emode de culture en immersion (LCC pour Jid Covered Culture
favorise I'expression de noireux marqueurs de fférenciation caractériiques de la barriel
épithéliale respiratoire, par raort a un mode de culture a interface-liquide (AIC Air interface
Culture) (Ehrhardt et al., 2002).
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Les nanoparticules polysaccharidiques cationiques p oreuses comme vecteurs

de molécules dans les voies respiratoires

Evaluer le potentiel d'une nanoparticule comme exGtrevient a étudier son interaction avec les
cellules de l'organisme, sa capacité a délivrer ondecule d'intérét, et sa potentielle toxicité sur
I'organisme. Cela revient donc a comprendre lesamémes d’interaction des nanoparticules avec
I'environnement biologique. Ces mécanismes déperdletype d’environnement biologique (cellule,
sang, muqueuses...) et des propriétés de chaqueardoole. En effet une nanoparticule est définie
par un ensemble de caractéristiques physicochimi¢tadle, forme, propriétés de surface, porosité,
composition, hydrophobicité...) chacune susceptibiefldencer significativement ses mécanismes
d’interaction avec I'environnement. De plus, conmgh@ l'influence de ces caractéristiques sur le
comportement des nanovecteurs permettrait de coincdgs vecteurs de plus en plus performants,
adaptés aux spécificitts de chaque type dappicat{ciblage, type d'application, mode
d’administration...). Dans la premiere partie de cavdil, nous avons étudié les mécanismes
d’endocytose et d’exocytose de nanoparticules ssoc@ées a des principes actifs. Ces nanoparticules
sont bien caractérisées et ont été utilisées awecés sur des modéles animaux comme vecteurs
mucosaux dans de nombreuses applications: cancemif(et al., 2001), allergie (Razafindratsita et
al., 2007), vaccination (Baudner, 2002). Cependkast, mécanismes impliqués dans l'interaction
cellulaire, le transport des molécules et leurwlétice restent mal compris. L'intérét de ce traeatl
donc de comprendre ces mécanismes et 'importagseatactéristiques physicochimiques dans ceux-

Ci.

Notre étude montre une endocytose importante de§ ] les cellules 16HBE, aprés une
cythoadhésion rapide a la surface des celluleste Gatthoadhésion se fait par des interactions
électrostatiques avec des récepteurs anioniquesrtice. Ce sont probablement des molécules de la
famille des héparanes sulfates protéoglycannes @45Rui sont des molécules membranaires
extrinséques et anioniques, trés nombreuses aftacsudes cellules (Poon and Gariepy, 2007). lls
sont impliqués dans I'endocytose de nombreux ligamtlogenes et exogenes tels que des facteurs de
croissance, des peptides cationiques, des virgspal@oparticules et des bactéries (Cooper and Shaul
2006; Couchman and Woods, 1996). lls participenpldsieurs fonctions cellulaires dont la
reconnaissance antigénique, la signalisation, €amm, la différenciation et la migration cellutair
(Lambrecht and Hammad, 2009). Parmi les principd®PGs on compte le syndécan, Glypican, le
béta-glycan et le perlecan. Les proportions etdasdé des HSPGs exprimés sur la membrane
dépendent de I'état physiologique de la celluleeést, différenciation, interaction cellulaires..Bofn

and Gariepy, 2007) a fixation de ligand sur les HSPG induits descaales de signalisation cellulaire
aboutissant & des mécanismes tels que I'endocytese.HSPG peuvent initier plusieurs voies

d’endocytose, y compris la voie des clathrineyd@ des cavéoles, la voie des radeaux lipidiglaes,
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macropinocytose et les voies clathrines/cavéolepandantes (Lambaerts et al., 2009). Les
mécanismes par lesquels les HSPG initient des \sgésifigues d’endocytose sont mal connus. Il
semble toutefois qule type de mécanisme initié dépende du type de HERi&. En effet, les HSPG
interagissent avec différentes protéines adaptatiiaractéristiques des voies d’endocytose. De plus
elles sont exprimées sur la membrane a des propsriiépendant de I'état physiologique de la
cellule, et dans des zones spécifiques de la membrensi, le glypican qui interagit avec les GPI-
coupled proteins est préférentiellement exprimésdan régions de la membrane riches en lipid raft
(figure 17). De méme le syndécan possede un domeyt@plasmique qui intéragit avec de
nombreuses protéines adaptatrices dont des pretdiaet I'actine du cytosquelettéPoon and
Gariepy, 2007) Par allleurs, il existe différentes sous-catégorde HSPG, participant a des
mécanismes différents (Paris et al., 20@8)s travaux montrent par exemple qu’une suresesiu
syndécan-1 dans des cellules HEK293 augmente Iigolee de nanoparticules de PEI, tandis qu'une
surexpression de syndécan-2 inhibe cette endoc{ffases et al., 2008). De méme, une étude montre
que la fixation de l'intégrine sur la syndecan-4raime son internalisation par la voie des cavéoles
(Bass et al., 2011), tandis que le Syndécan-4 egtonsable de la macropinocytose du FGF-2
(Tkachenko et al., 2004). Ces résultats montrewbfaplexité des mécanismes d’endocytose initiés
par fixation sur les HSPGs. Les déterminants mddé®s ainsi que l'influence des caractéristiques

physicochimiques des nanoparticules sont encoremauus.
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Figure 17. Expression membranaire des HSPG®oon and Gariepy, 2007).
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L’'endocytose des nanoparticules étudiées est unopm&ne rapide, qui présente une saturation aux
environs de la 35° minute d'incubation. La rapidité des phénoménesdocytose des NRest un
atout important pour leur développement comme wuestdes VR car une endocytose rapide devrait
permettre d’'éviter les mécanismes de clairance \dBes respiratoires (phagocytose, clairance
mucociliaire). L'endocytose est un mécanisme qugeune réorganisation locale du cytosquelette
membranaire, pour permettre la formation d’'une téaypar invagination, puis d'une vésicule
d’endocytose contenant les molécules d'intérétstCdenc un mécanisme cellulaire actif. Notre étude
montre en effet que linternalisation desN#t fortement inhibée en présence d’azide de spdine
substance chimique qui bloque la production d’AT& [a mitochondrie et donc I'ensemble des
mécanismes actifs de la cellule. Ces résultatssilaires a de nombreuses données de la litiératu
et s'explique par la taille des nanoparticules a@ipeuvent franchir la membrane plasmique par
simple diffusion passive, nécessitant la formatienvésicules d’endocytose par invagination de la

membrane plasmique (Fazlollahi et al., 2011; Kiralet2006).

Afin de déterminer la voie d’endocytose empruntée ges nanoparticules, nous avons utilisé des
inhibiteurs chimiques spécifiques de différentesesod’endocytose. L’endocytose des ‘N&st
fortement inhibée par la chlorpromazine et la plesine oxyde, suggérant que leur internalisaten s
fait via la voie des clathrines. En effet, ces deolécules désorganisent la formation des manteaux
de clathrines, empéchant les mécanismes d'intsaiah par la voie des clathrines. De plus, les
expériences d'immunomarquage (chapitre 4) montgaatnon seulement les Nmais également les
DGNPF" sont localisées dans les vésicules de clathripgs deur internalisation. La voie d’endocytose
dépendante des clathrines (EDC) est un mécanigiger@guelques secondes), et majeur de la cellule,
qui participe a 40 a 50% de I'endocytose des phfisgkes (Benmerah and Lamaze, 2007). Son
implication dans l'internalisation des Nt des DGNP pourrait donc expliquer que ces particules
soient internalisées rapidement et en grande déankEn effet, 'EDC est impliguée dans
linternalisation de plusieurs nanoparticules, IEDparticipe a linternalisation de nombreuses
nanoparticules telles que les PLGA (Tahara eRaD9), les nanopatrticules de polystyréne (Fazlbllah
et al., 2011), les liposomes (Crowther and Schigsir2006) et les dendrimeres (Perumal et al., 2008
et de nombreux virus (Mercer et al., 2010). Dassclglules des VR, de nombreuses nanoparticules
telles que les nanoparticules de chitosan (Huarad.,e2002), les nanoparticules de silice (Liulet a
2011a), les nanoparticules d’or (Brandenbergel. €2@10) et les nanoparticules de PLGA (Rajapaksa
et al., 2010) sont internalisées par ce mécani€iest donc une voie majeure utilisée par les ceslul

épithéliales respiratoires.

Dans la cellule, les vésicules d’endocytose fustommvec les endosomes précoces, a partir desquels
les molécules internalisées sont triées puis eragyeérs leur compartiment de destination. A ceestad
trois grandes orientations sont possibles: 'adm@gsss/ers un organite cellulaire (noyau, appareil de

golgi, réticulum endoplasmique, cytosol...), I'exous¢ (recyclage, transcytose) ou la dégradation
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(dans les lysosomes). Le lieu de destination esainmment déterminé par la voie d’endocytose
empruntée. La plupart des molécules empruntantoie des clathrines sont dirigées vers les
lysosomes ou elles sont dégradées par des hydsddases. Cependant, cette destination peut étre
différente, en fonction de la nature chimique dmtdécule et du type de partenaires avec lesqliels e
interagit dans les endosomes intermédiaires. Aidsi, nombreuses molécules endogenes sont
internalisées de facon fonctionnelle par la vois dtathrines (transferrine, LDL,...). De méme,
certains virus empruntant la voie des clathrinea® sapables de s'échapper des endosomes et de
passer dans le cytosol. La voie d’endocytose seelesuffit donc pas a prévoir la destinée
intracellulaire d’'une molécule. Plus que celleed,sont les propriétés de la molécule internakigée
déterminent son devenir intracellulaire. Nous av@a des techniques de colocalisation par
immunomarquage recherché quels étaient les sitelestanation des NRet des DGNPa l'intérieur

des cellules 16HBE. Nos expériences montrent qeedeex nanoparticules suivent le méme trajet
intracellulaire et sont localisées dans les vésgde clathrines et dans les endosomes précodasset
d'autres vésicules aprés 30 minutes d’'incubatiom mpus n'avons pas encore pu identifier. De facon
intéressante, nous n'avons pas observé de narmyestidans les endosomes tardifs, ni dans les
lysosomes, suggérant qu’elles pourraient échappda &oie lysosomale. Ces données sont
intéressantes pour leur utilisation comme vectetacellulaires de molécules, dans la mesure gu I'u
des principaux challenges de la vectorisation narimpllaire est d’échapper a I'hydrolyse dans les

lysosomes (Couvreur and Vauthier, 2006).

Des stratégies permettant aux nanoparticules d¥pehnaa I'adressage lysosomal sont étudiées. Celles-
ci reposent principalement sur deux grandes appsochi) la mise au point de formulations
nanoparticulaires capables de sortir des endosofiete passage par des voies d’endocytose qui
n’'orientent pas vers les lysosomes. Dans le prentias, il existe par exemple des nanoparticules dit
fusiogenes, capables de déstabiliser la membradesemale pour se retrouver dans le cytosol
(Hatakeyama et al., 2009). Dans le second, il s@gidévelopper des nanoparticules empruntant des
mécanismes qui n'aboutissent pas aux lysosome&ndapt, cette stratégie reste difficile a mettre en
ceuvre, car la plupart des mécanismes de phagoatagepinocytose, y compris la macropinocytose
et la voie des cavéoles menent vers les lysosdmeedéveloppement de nanoparticules capables de
transporter des molécules biologiquement activelingérieur des cellules reste donc l'un des
principaux challenges de la vectorisation nanopalgire. De fagon intéressante, une étude montre
que le développement de nanoparticules capablegpdimter simultanément plusieurs voies d’entrée
augmente les chances d’échapper aux lysosome®f{(lzdi, 2008; Lai et al., 2007). Dans le cas des
NP et DGNP, les mécanismes d’échappement aux lysosomes tresteore mal compris. Il semble
que ces nanoparticules interagissent avec desnpags moléculaires intracellulaires qui orientent
leur adressage vers d’autres compartiments. Etlet dirigées vers dans les endosomes de tri puis

vers d’autres endosomes non encore identifiésigapdune fraction est exocytoseée.
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L'exocytose est un mécanisi actif qui implique la fusion d’'une vésicuintracellulaire avec la
membrane plasmique afin clibérer son contenu dans le milieu extradaire. Elle peut étre
constitutive (homéostasie mibranaire, contréle endocytose) ou réguléar des signalisatior
cellulaires (sécrétion, compooan membranaireou par I'action deprotéines eadosomales (SNARI
Rab, annexine...) (Jahn, 2004)'est un processus qui participe a plusiewnctions vitales de |
cellule telles que lasécrétior, la communication cellulaire et Homéostale membranaire. Le
molécules exocytosées peuv étre produites par la cellule (sécrétiorgnveyées vers I'extérieur
apres endocytose (recyclage) bien transportées a I'extérieur de la celluleés endocytose du cé

opposeé (transcytosd)'exocytose des nanoparticulreste encore peu étudiée.

Nous avons mis en évidemaine exocytse importante des NRF60% d’exocyose aprés 30 minut
d’incubation), se déroulamgarallélement aeur endocytoseDe plus, nos résltatsmontrent que la
saturation de I'endocytose obvée correspond a un équilibre entendocytos: et I'exocytosde ces
nanoparticules. En effet quare milieu extracellulaire est régulierement reacé pardu milieu ne
contenant pas deanoparticule, cet équilibre est rompu et se traduit par uminution progressiv
de la quantité de nanoparticu dans les cellus. I existe deux flux de nanopicules, I'un entrant €
l'autre sortant (figure 18)De “acon intéressantesi cette expérience est mee pendant 24h, no
constatons que I'exocytose nermet pas d’exclure la totalité des nanoparts, et il reste tgours
une quantité résiduelle a l'irrieur des cellule (figure 19). Bien plusnous n’observons pas |
diminution significative dda quantité de nanoparticules entre 4h et 24h ubatior. Ces résultats
suggérent que I'exocytosges NF* est un phénomeéne iidp, qui ne concee pas la totalité de

nanoparticules internalisées.

Endocytose Exocytose

--=->

Chlorpromazine, phenylarsine oxide Filipine, Azide de sodum
Azide de sodium

Figure 18. Equilibre entre I'endocytose et I'exocytose deNP*
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Deux mécanismes pourraient justifier cette exoeyfogportante des nanoparticules. Dans le premier
cas, I'exocytose agirait comme un mécanisme deegtion cellulaire résultant de I'endocytose
massive des NPet DGNP. Afin d’éviter un encombrement cellulaire et lartpebation de leur
fonctionnement, les cellules éliminent rapidemestianoparticules en les renvoyant vers |'extérieur
Dans le second mécanisme, le phénoméene d'exocytesaet le renouvellement des récepteurs
membranaires. L’endocytose massive et continuendesparticules requiert I'implication de grandes
guantités de récepteurs membranaires. De nombégepteurs sont séparés de leurs ligands au niveau
des endosomes tardifs et renvoyés a la surfaceddledes en suivant par la voie de recyclage. Les
nanoparticules qui interagissent fortement avecrdéegpteurs de surface sont alors renvoyées a la
surface des cellules en méme temps que ceux-cigraade quantité de récepteurs internalisés
expliquerait donc I'importance de I'exocytose. Diesp les mécanismes de recyclage se déroulent
rapidement aprés I'endocytose, au niveau des enssprécoces. lls pourraient donc expliquer la
rapidité de I'exocytose. Dans tous les cas, ceg d&canismes hypothétiques sont des conséquences
de I'endocytose massive des nanoparticules et ne s mutuellement exclusifs. lls pourraient

participer a des proportions variables a leur etassy

Enfin, il serait intéressant de noter qu’'une étsidglaire de Panyam étabhasetwar montrait en 2003
que I'exocytose de nanoparticules de PLGA par déales musculaires lisses est un phénoméne actif
(inhibée par I'azide de sodium) et rapide (65% dgose observée aprés 30 minutes) (Panyam and
Labhasetwar, 2003). Il semble donc que les phéneméiexocytose bien qu’encore peu étudiés sont
des mécanismes majeurs dans l'interaction des aathmpes avec les cellules. L'importance de la
physiologie cellulaire, des caractéristiques proaiimiques des nanoparticules et les implicatiams s
I'efficacité des nanoparticules comme vecteursat#hulaires restent mal compris. Nos résultats
montrent que I'exocytose des N&st un mécanisme dépendant du cholestérol, diskion d’agent
pharmacologique déplétant le cholestérol (filipieajraine une accumulation des nanoparticules dans
les cellules. Bien que l'exocytose des nanopadiuét l'importance du cholestérol dans les
phénomeénes d’exocytose aient été décrits en liti&races résultats sont a notre connaissance les
premiers travaux décrivant I'importance du cholestéans I'exocytose des nanoparticules. Par
ailleurs, ces résultats sont en accord avec deségsrde la littérature et il a par exemple été raont
qgu’'une déplétion en cholestérol est capable d'mhibefflux apical de nombreuses molécules,
entrainant leur accumulation dans les endosomesgeé (Nyasae et al., 2003; van Meer and Sprong,
2004). En effet, le cholestérol en interagissamicade nombreuses protéines responsables du tri des
vésicules et leur adressage a la membrane apjoateun réle important dans le trafic des vésicules

d’exocytose (Chamberlain et al., 2001; Waseem. £2@06).

175



Pour étre un vecteur performant dans les VR, umopeticule doit répondre a de nombreuses
exigences : échapper aux mécanismes de clairarardphages, clairance mucociliaire), protéger la
molécule d'intérét de I'action des hydrolases et &apable d’'endocytose par les cellules de la
mugueuse respiratoire. Dans la cellule, la nanmodetdoit permettre la libération de la protéines

sa forme biologiguement active, et dans son conmpamt cellulaire de destination. Autant de
difficultés constituent donc les différents chatjes a envisager pour permettre la conception d’'un
vecteur performant. Les nanoparticules"Bus leur forme phospholipidée ou non (DGNE NP)

ont montré qu’elles peuvent étre des systemes npeaiftts de délivrance de protéines par les voies
respiratoires pour de nombreuses applications {vacancer, allergie). Dans ce travail nous avons
voulu comprendre quels étaient les mécanismes dongsi, et I'importance des caractéristiques des

nanoparticules, pour le transport et la délivrase@rotéines a l'intérieur de ces cellules.

Notre étude montre une association forte, rapidpiantitative entre les nanoparticules et les prege
étudiées. Cette association qui se fait par desaations €électrostatiques avec les charges catiesi

de ces nanoparticules est trés stable, méme eanpeesle protéases et de protéines sériques. De plus
la structure poreuse de ces nanoparticules perinebrporer les protéines associées, sans modifier
leur taille. Comme nous I'avons montré, les nanpaes délivrent les protéines transportées aitssit
apres leur endocytose (des 3 minutes). Cette @tépest un atout intéressant pour leur utilisation
comme vecteurs des VR. En effet, vitro les cellules sont continuellement mises en préseiec
nanoparticules et malgré les flux d’endocytose/gtase, la délivrance intracellulaire des protéines
augmente avec le temps. Dans un organisme vivast, nanoparticules sont progressivement
transportées tout au long des conduits respiratoiktéutilisation de vecteurs nanoparticulaires
capables de libérer rapidement les protéines &tigur des cellules permettrait donc d’amélioeerr |
biodisponibilité dans ces cellules. Une expériecomplémentaire montre en effet que malgré les
cycles d’endocytose/exocytose, la libération desgmes se fait plus rapidement que I'exocytose des
nanoparticules (figure 19). Ces données montreatngaigré une exocytose rapide, les nanoparticules
ont le temps de libérer leur contenu dans les leslilCet effet est visible aprés 2h d'incubatioacav

les deux nanoparticules.
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Figure 19. Etude cinétique del'exocytose des nanoparticules DGNP(A) et NP* (B) associées a
I'ovalbumine (OVA). Les cellles 16HBE a confluence dans des chambres dure stériles (Labte-Il,
Nunc) ont été incubées pendantiin a 37°C ave400ul de milieu complet contenatliug de NP fluorescent
associées a 3ug d’OVAuorescere (fitc-NP*/tritc-OVA et dil-DGNP/fitc-OVA). Les cellules ont ensuite é
rincées avec du PBS puis incubia 37°C avec du milieu complet dépourvu en NPVA, pendant 2h, 6h,
24h. Le milieu a été remplacé rdierement pendant toute la durée de I'expérieEnfin, les celluls ont été
rincées au PBS, fixées tempéraure ambiante avec 200ul para-formaldéhydd%, montées entre lame
lamelle avec du glycérol-PBS kes cellules ont été observées et photographiéemicroscope confocal
fluorescence (Zeiss LSM710; Zs, france). Pour chacune des conditions, la quant NP et d’OVA restant
dans les cellules a été mesurée fluorescence a partir des img, en utilisant Idogiciel Sigma Scan Pro
(Systat software, Inc.).ds expérinces ont été réalisées en quadits, les graphique et I'analyse statistique

des données ont été réalisés a I' du logiciel GraphPad Prism (* p<0 ; ** p<0,01; *** p<0,001).
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L'utilisation de protéases a différents pH montreieqles deux nanoparticules réduisent
significativement la protéolyse des protéines apbhsiologique (pH~ 7,2) tandis qu’elles favorisent
leur dégradation a pH acide (pH~ 4,5). Ces résultat en effet été confirmés par des expériences
cellulaires montrant qu’en présence de chloroquimejégradation de protéines transportées se fait
principalement dans des endosomes acides. Enla&fédtioroquine est agent lysosomotrophique qui
s'accumule dans les compartiments cellulaires acidénhibe l'activité des protéases présentes dans
ces compartiments (de Duve et al.,, 1974). Ces &mquEs montrent que les deux nanoparticules
délivrent les protéines en grande partie dans dgsemes acides de la cellule. De facon intéressant
ces pH correspondent respectivement aux pH derieéte des conduits respiratoires humains et des
endosomes acides des cellules. Ces résultats sngggre les deux nanoparticules pourraient protéger
les protéines transportées de I'action des proséasteacellulaires, tandis qu’elles favoriseraieot
interaction avec des protéines intracellulairesiaapide; telles que des protéases ou d’autresipesté
cibles présentes dans les endosomes. L’hydrolyserede a pH acide est due au changement de la
charge globale de la protéine. La présence deelpahioniques dans la structure des nanoparticules

semble favoriser cette hydrolyse.

Si les protéines transportées sont majoritairerfealisées dans des endosomes, les expériences de
FRET suggerent qu'une partie des protéines tratégmmpourrait étre délivrée dans le cytosol. Par
ailleurs, cette libération cytosoligue semble piogportante avec les DGNPCes résultats sont
importants dans la mesure ou lI'un des principauallehges de la vectorisation est d’éviter la
dégradation des molécules d'intérét dans les lypeso Reste cependant la question de savoir si les
fragments protéiques observés dans le cytosolissus de la dégradation des protéines directement
dans le cytosol ou de leur dégradation a l'intéridges endosomes acides. Les expériences menées ne
nous permettent pas de déterminer avec certitudiessinanoparticules étudiées échappent aux
endosomes puis libérent leurs protéines dans lesalybu si les protéines sont dégradées dans les
endosomes acides avant d'arriver dans le cytoggoRdre a cette question permettra de savoir si les
protéines sont délivrées dans le cytosol sous fdrimlegiguement active. L'utilisation d’une protéin
active a activité cytosolique telle que la luciBgau la béta-galactosidase, devrait permettreielexm

comprendre les mécanismes mis en ceuvre.

» Importance de la structure interne des nanoparticules poreuses

Notre étude apporte un début de compréhension 'sftuénce des propriétés internes des
nanoparticules poreuses, sur leur endocytose etmiésanismes d'association et libération de
protéines. Tout d'abord, la structure interne (pnée de DPPG) ne semble pas modifier la voie

d’endocytose et la localisation intracellulaire.p€adant, elle modifie la cinétique d'endocytose,
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montrant un temps de saturation plus important é8®®GNP. Si les mécanismes impliqués n’ont
pas encore été mis en évidence, le retardemeatgiguration peut s'expliquer par la nature aniomiq

du DPPG, qui pourrait perturber les interactiorectibstatigues avec les récepteurs anioniques de
surface. Les expériences en présence de protéiopgemt également des effets importants de la
structure interne. La modification de la chargebgle des protéines en fonction de leur point
isoélectrique fait que la stabilité de l'associatioanoparticule/protéine dépend du pH. Ainsi,
I'association des NPavec la protéine est moins stable aux environpalnt isoélectrique de la
protéine. Dans le cas des DGNR DPPG qui est un phospholipide anionique imfi¢différemment
avec la protéine. L'association se fait & la fomr ples interactions électrostatiques et par des
interactions hydrophobes. Cela se traduit par io@dtion d’ovalbumine & pH acide beaucoup plus
importante avec les nanoparticules'NB2%) qu’avec les DGNP(2%). Cette propriété a un impact
direct sur la protection des protéines transportées DGNP qui d’'une part libérent moins de
protéines et d’autre part associent plus forterfenprotéases du milieu, protégent moins les presei

de l'action des protéases que les'MBssi bien a pH neutre qu’'a pH acide. Enfin, ¢#érdnces de
libérations s’observent a l'intérieur de la cellules protéines sont ainsi plus rapidement dégeadée
dans la cellule quand elles sont associées aux DGRE? ailleurs, les DGNPsemblent favoriser
I'échappement des protéines dégradées vers leaty@spendant, les mécanismes impliqués sont mal
compris et nos expériences ne nous permettentgpaesrdprendre les mécanismes d’échappement aux

endosomes.

Toxicité des NP " sur les cellules épithéliales des voies respiratoi res

Pour évaluer la toxicité des nanoparticules iligtortant de bien comprendre les notions de rigjue

de danger. Le danger d’'une substance est sa aapagibduire un dommage ou un préjudice donné.
Le risque quant a lui désigne la probabilité gud@mmage survienne réellement suite a I'exposition a
un danger (Mason et al., 1986). L'évaluation dgueés introduit donc une troisieme notion qui est
I'exposition, c’est-a-dire la maniére d'étre sourai¢'action d'un danger. Evaluer les risques d’'une
substance pour la santé revient donc a identifigrdommages que celle-ci est capable de produire,
comprendre les mécanismes d’interaction de cetietance avec l'organisme et enfin a évaluer les
chances d’étre réellement exposé a cette substhaoe maniére susceptible de produire un effet
nocif. Les études de toxicité menées permettent @onréalité de déterminer les dangers résultants
d’'une exposition de cellules épithéliales bronchgjlhumaines a des concentrations croissantes de
NP’. A cause de leur utilisation croissante dans aelmeuses industries, la recherche s’interroge sur
les conséquences de I'exposition aux nanoparticuesotre santé. Les recherches se sont longtemps
limitées a I'étude des mécanismes primaires decitéxientrainant la mort cellulaire (nécrose,

apoptose). Il existe toutefois des altérations pdubtiles, non cytotoxiques, mais qui modifient
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significativement la physiologie cellulaire (météibme, mutation, division cellulaire, sécrétion...).
Dans cette étude nous nous sommes plus partioukdrteintéressés a la génotoxicité, qui est la
capacité qu'a une substance a induire dommage$AddN. Ces dommages peuvent survenir de

maniere directe ou indirecte (figure 20).

Exposition aux
nanoparticules

Voie directe Voie indirecte

ll J 4

o Production
Lésions de G
I "ADN ROS/RNS

U >

| genotoxicite |

Inflammation

Cytotoxicite
Apoptose

Arrét cycle cellulaire
Metabolisme
Reéparation ADN

Proliferation - - - - ——— - ——— > Induction de tumeurs

Figure 20. Mécanismes d’'action possibles de dommagee I’ADN (Schins and Knaapen, 2007)

Notre étude montre une génotoxicyté des” N&r les cellules 16HBBpour des doses a partir de
326pg/cmz. Il est intéressant de préciser que ces résultatg sbtenus dans des conditions
expérimentales « extrémes » favorisant le strdidaiee (exposition chronique, absence de claieanc
mucociliaire, absence de mucus, contact direct d®ccellules).Les NP ne générent donc pas
d’espéces réactives de I'oxygene (ROS), en quastitésante pour provoquer des lésions sur 'ADN
ou la mort de la cellule. Cette hypothese pourra @érifiée par des expériences de détection de
d’espéces réactives (ROS, RNS) ou d’enzymes densépau stress oxydant, couplées aux tests de
cyto/génotoxicité. Nous pensons que cette absemdexitité des NPmalgré leur forte endocytose,
pourrait s’expliqguer d'une part par la faible protdan d’'espéces radicalaire dans les cellules et
d’'autre part, par leur forte exocytose qui éviten€ombrement cellulaire et donc le stress. Ces
résultats confirment I'intérét de développer cesoparticules comme vecteurs de molécules dans les

voies respiratoires humaines.
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Enfin, les études de toxicité soulignent I'impoxtardes conditions expérimentales et notamment la
composition du milieu de culture sur la toxicitésdeanoparticules étudiées. Nous observons une
inhibition de la toxicité des NRen présence de sérum. Doak et ses collaborateunsomtré dans une
étude que la présence de sérum dans le milieu ltl&recdiminue significativement la toxicité des
nanoparticules (Doak et al., 2009). Cependant lésamismes impliqués n'avaient pas été décrits.
Notre étude apporte un début d’explication a cauNous montrons en effet que les protéines du
sérum en s'associant rapidement a la surface despagticules sont capables de modifier leurs
caractéristiques physicochimiques et de diminugnificativement leur endocytose par les cellules.
De plus, l'effet du sérum est directement lié diorantre la quantité de nanoparticules et la dtéant
de protéines dans le sérum. Ces résultats somegstints car il existe dans le mucus respirat@re d
imholodiges,

complément...) susceptibles d'interagir avec les parte@ules (figure 21). Cet effet du sérum sur

nombreuses protéines sécrétées (hydrolases, surfactant, molécules du

I'endocytose des NPse traduit par un effet protecteur sur la génattéi

Transporter (3) 4——F—
Canigpiasmin
L~ paiate, lumg and nasal epithallum carsnoma-assooined protein, 4
Protein Plona

——— Cell adhesion molecule (2]
Cargnoambryonin antigensnelated ceil adasion molaoss &
EGFpantaning dbulinsdke axracoiuar matrie protain 1

Cell junction protein (1)
InaCslism prodain

Transferase (5)
Glutathione S«transferasn b 1;
Clutatrione Sransferasn My 2Z;

Glu@thione Sdransterasg M 2;
Glutatrione S-ransierase Mu &
Ewramicne E=ransiarase P

Transfericarrier protein (&)

Armanon A1; &nnawen A2; Carvioplasmir; Laciatransfernn;
Heutrnghil gelatirasswrsssaates linooaiing

Vitarmin Ouzireding proisey

Signaling moleculs (5)

AlphasZsmazmglobulin. SO8% plyacorotain;
EGScontaining fbulindie sxdracalidar mazix protein 1;
Protein 5100-08; Prossin S100.411

Select regulatory melecules {11)
Aphalanlipiasmin; Aipna-2<Tasrogonin; Alonastaantichymatnpse “H—"‘-.._,
AlphasZ-HE=gyoiomiain; Cysiatreg
Devalopmant and citarentation-ennanoing facior 2
Intarsaiphastrypsin inhibitar heawy shain HZ
Ras«efaiad proten Rats14, Rasseiated prolain Raps=12
Tasua inhiitor of metalicproininass 1

Select calcium binding protein (3) "!"fr'r'.'

Arann A1) Annexn AZ;

EGF.oantaining Abulin-tke nxracalular matris profin 1
‘Eeissin; Prossin S4C0F: Promin 'S 100A5; Protein E100-48
Profeln S8 008 14; Promin 5110438

Receptor [2)
Galamin=3Cinding protain,
F:}_HI'-C I!!!'!'u'ﬂ;::!u L recamar

Cytoskeletal protein (3)
Earin. Galesiin; Inalulikn pretein

Hydrolase (1)

Complament @oiar
3-5"’ Ligasa (1)

\Uigutin.conjugatng anzyme £2 0F

Defensefimmunity protein (6)

Comglamant CZ Somplament fazior B Compilement facior |

Lang palats, lung ard nasal epeellum carcecmasassociziad prodel
Potymanic immeriagiobuln raseptor; Pratein Phuns
Extracellular matrix (3}

Alphaed 2= Sagiyeornotsins EGF-oortaining fibuln-the oxraselluar m
Muzn-88

—p Lyase [2)
Alpha-Erciase; Fruricse-osghcsohais aidsiase A

Miscallaneous function (1)
Lactciransieenin

Maolecular function unclassified (5)
Clusterin: GlycaraiderydesS:ohosphats dahydogonass; Mudined; MU

MNucleic acid binding [2)

Cavaloprment and tiffers niatcn-anhansing factor 2; Ubiquin

Oxidoreductase (4]
Caruloplasin ; L<lactate oeiydrogenase & chalm;
Lsdaciate denyoroganase B onain: Parodnegoor

Heme containing protein (1)
Hemogiobin alpha suoung

Protease (3]

Cathapsin 0; Comglement ‘astor 7 Lasoransiamn

Figure 21. Identification fonctionnelle des protéies secrétées par les cellules bronchiquesli et

al, 201J.

181



» Intérét de cette étude pour I'étude de la toxicité des nanoparticules en général,

recommandations

On désigne par particule ultrafine (PUF) I'ensemthdéss nanoparticules naturelles ou anthropiques
présentes dans I'aérosol ambiant. Evaluer les datigs a I'inhalation des nanoparticules est yeen
majeur de santé publique, qui concerne aussi beendnoparticules synthétiques a visée médicale que
les nanoparticules naturelles et anthropogéniqueseptes dans l'air. L'étude de la toxicité des PUF
reste complexe du fait de la trés large diversite® manoparticules et de la difficulté de mettrepaint

des modéles expérimentaux fiables et consensuieterient compte d’une exposition réalistevivo
(type cellulaire, condition de culture, agrégatides nanoparticules, type de test). La toxicité des
particules inhalées a longtemps été évaluée eresedm nanoparticules en quantité dans lair (fig/m
d’'air). Cependant, I'aérosol ambiant est un mélahg&rogéne de particules poly-dispersées aux
caractéristiques physicochimiques tres variabkigt composition, forme, agrégation, réactivité...)
Oberdorster et ses collaborateurs ont par exemplerenqu'a charge massique égale, des particules
de dioxyde de titane générent une plus forte m@actnflammatoire sur des poumons de rat
lorsqu’elles sont de taille nanométrique que detiquées plus grandes (Oberddrster G et al., 1990).
Dans un mélange ambiant, il serait donc diffickeadmprendre qu’elle est I'importance de la fractio
nanoparticulaire proprement dite. De plus, cettpreghe ne montre pas linfluence des
caractéristiques physicochimiques sur les mécamsistaetoxicité. Avec les NPnous avons disposé
d'un modéle nanoparticulaire bien connu et cara#@ésur plusieurs parameétres : taille, structure,
forme, composition et charge de surface. Les méoas d’endocytose et d'interaction par les cellules
bronchiques sont en partie décrits et la posstbgit’offrent ces nanoparticules de leur associsr de
marqueurs fluorescents permet I'étude en imagesde thécanismes intracellulaires. Enfin de
nombreuses nanoparticules mises en présence deumidlogique ont généralement tendance a
s’agréger, ce qui modifie significativement leur®piétés. Les NP par leur capacité a ne pas
former d’'agrégats en présence de sérum sont uh pmrtinent. Nos travaux, nous suggerent des
recommandations qu'il serait intéressant de preadreonsidération lors de I'étude de la toxicité de

nanoparticules en général.

- Le milieu de culture. Indépendamment de l'influence qu'il peut avoir $es cellules, le
sérum peut modifier les propriétés des nanopaeticul est important de bien étudier et caractérise

les nanoparticules mises en présence de sérum.

- L'intérét d'utiliser des particules dont la taille ne varie pas.Les nanoparticules étant
susceptibles de former des agrégats et aggloméeatailles variables en solution, ceux-ci peuvent
avoir des interactions trés différentes avec leamiv De plus, la formation et la nature des

agrégats/agglomeérats peut varier d'un milieu déucella 'autre, rendant peu prédictible les tests d
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toxicité. Il est important d’évaluer quel est l'iangt de la fraction nanoparticulaire proprement dite

(non agrégeée).

- Importance d'utiliser des doses réalisted| n’est pas nécessaire d'utiliser des concentnatio

importantes de nanoparticules surtout si cellegaiefletent pas des concentrations réalistes/o.

- Distinguer le risque du danger.La majorité des tests de toxicité met en évidemsedhngers
liés & une exposition aux nanoparticules. L'évaduaties risques nécessite de prendre en compte des

conditions d’exposition réalistes.

- Valider les résultats des tests des cométes et ntopoyaux Les nanoparticules peuvent
interagir avec des réactifs présents dans les destexicité et modifier leurs résultats (Doak ket a
2009). Dans ce travail, montrons gue les testodeetes et micronoyaux utilisés en génotoxicité pour
des molécules chimiques traditionnelles, peuvertsé&ransposeés a I'étude de la génotoxicité de ces

nanoparticules.
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CONCLUSION

L'objet de ce travail était d’étudier les mécanismal’interaction des nanoparticules
polysaccharidiques cationiques et poreuses de dedtiines a cceur lipidique interne ou non, avec les
cellules épithéliales bronchiques humaines, et demprendre les implications sur leur potentiel
comme systeme de délivrance de molécules dansoles vespiratoires. Les études d’endocytose
montrent que ces nanoparticules pénétrent rapidesh@massivement dans ces cellules en empruntant
la voie des clathrines. Cette endocytose se faésafixation des nanoparticules par des interastion
électrostatiques sur des récepteurs anioniquestafiece des cellules. Les nanoparticules inteyéed
sont fortement exocytosées et une saturation dpidatité de nanoparticules est observée, laquelle
correspond a un équilibre entre I'endocytose etobgtose. Les expériences d’immunomarquage
montrent que les nanoparticules sont internalisé@s des vésicules de clathrines, puis sont dgigée
dans les endosomes précoces et d'autres endosomesicore identifiés. De facon intéressante, nous

n’'observons pas de co-localisation avec les endesaandifs, ni avec les lysosomes.

Les NP que les DGNPassocient de fagon stable et quantitative legjmes modéles étudiées, méme
en présence de protéines sériques. L'utilisatiortate nanoparticules permet d’augmenter de facon
significative I'endocytose et la délivrance intriidaire des protéines. Cette délivrance est rafiids

3 minutes) et se fait majoritairement dans des smues acides, et partiellement dans le cytosol. Ces
expériences ne nous permettent cependant pas die siles protéines présentes dans le cytosol se
trouvent sous forme biologiguement active. Pareaid nos travaux suggerent fortement que ces
nanoparticules de par leurs caractéristiqgues pemtrarotéger les protéines transportées de I'actio
des protéases a pH physiologique, tandis qu’efleiiteraient leur interaction avec d’autres pnoési

a l'intérieur des cellules. La présence d’'un capidijue et anionique a base de DPPG a l'intéraur
leur structure modifie les propriétés d'interactia ces nanoparticules avec les protéines et semble

faciliter la délivrance de celles-ci dans le cytqsr des mécanismes encore mal connus.

Enfin, les études de toxicité montrent que ces particules ne sont pas cytotoxiques ni génotoxiques
sur les cellules 16HBE, dans nos conditions expntales. Ces études montrent par ailleurs
limportance des conditions expérimentales et natant la présence de sérum dans le milieu de
culture, sur l'étude de la toxicité des nanopaléisuPar ailleurs, elles soulignent I'importance de
mieux adapter les tests de toxicité traditionnelétade de la génotoxicité, en prenant en comgse |

caractéristiques physicochimiques des nanoparticule

Ces résultats confirment I'intérét de développer manoparticules comme systémes de délivrance de

molécules dans les voies respiratoires.
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PERSPECTIVES

Cette étude pose plusieurs questions sur les nsfgasid’interaction des nanoparticules avec les
épithéliums des voies respiratoires. Sur I'endasyio des expériences de localisation des
nanoparticules a des temps variables (temps cotensps longs) devraient permettre de mieux
comprendre leur trafic intracellulaire. De nombe=sugjuestions restent encore non résolues sur les
meécanismes de délivrance intracellulaire des pregill est important de savoir si les NP+ et les
DGNP+ délivrent des protéines sous des formesrestiéu biologiquement actives. La délivrance

d’enzymes ou de protéines actives dans le cytasohit permettre de répondre a cette question.

Par ailleurs, les études sur l'importance des o¢érnatiques physicochimiques (taille, charge,
porosité), et de la structure interne en utilisaotamment des phospholipides de natures variables

pourraient potentiellement modifier les mécanisaeslélivrance de protéines.

Plusieurs questions restent également sur I'étada tbxicité. Plus particulierement, sur la praduc
d'espéces radicalaires (ROS, RNS) par les nanopbes, linfluence des caractéristiques
physicochimiques (taille, charge, structure intgrioke la composition, et de I'endo/exocytose sur la
toxicité. Il sera nécessaire de comparer les @isultbtenus sur ce modele cellulaire, a d’autnessty
cellulaires et a des cultures primaires. Enfin,résiltats obtenus deront étre validés sur des lemde

animaux.In vivo veritas
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