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L’exposition humaine a des particules atmosphériques ultrafines (PUF< 100 nm) est devenue
au cours des dernieres années une question importante de santé publique, mise en lumiere par
I’analyse de la composition des particules atmosphériques et de leurs effets biologiques
(Peters et al., 1997). Celles-ci, en milieu urbain, peuvent étre formées de plus de 80% de suies
fines (<1pm) et ultrafines provenant de la combustion des carburants fossiles (Baulig et al
2004). Ces particules, émises notamment par les véhicules Diesel, les véhicules a essence et
les chauffages urbains, ont rapidement ¢été suspectées d’étre a 1’origine de la morbidité et de la
mortalité cardiorespiratoires observées dans les études épidémiologiques sur les effets a court
terme de la pollution atmosphérique (Atkinson et al., 2001 ; Le Tertre et al., 2002). Elles
seraient principalement a [’origine de réponses inflammatoires pouvant aggraver des
pathologies pulmonaires telles que 1’asthme (Gong et al., 2003 ; Pietropaoli et al., 2004) et la
broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO). Elles auraient également un effet

prothrombotique et pourraient étre a lorigine d’athérosclérose et de pathologies

cardiovasculaires (Schultz et al., 2005).

Le développement récent des nanotechnologies va élargir les sources de pollution avec la
production accrue de nanomatériaux manufacturés, dont des nanoparticules, qui vont se
retrouver en milieu professionnel et, vraisemblablement, en environnement général. 1l existe
différentes sources de production des nanoparticules : les sources naturelles (incendies,
éruptions volcaniques ...), les sources accidentelles (feux de bois, gaz d’échappement de
véhicule, freinage,...) et les sources industrielles (nanoparticules manufacturées

intentionnellement par I’homme).

Il existe plusieurs voies d’entrée potentielle des nanoparticules dans les organismes vivants.
Le systeme respiratoire est généralement la premiere voie venant a [’esprit du fait de
I’analogie avec les particules atmosphériques ultrafines. Mais d’autres voies d’exposition
comme l’ingestion (systéme gastro-intestinal), la voie cutanée (systetme dermique) et les
injections de nanoparticules dans la circulation sanguine sont également a prendre en
considération compte tenu des modes d’utilisations des nanoparticules manufacturées. Des
études ont montré que les nanoparticules pouvaient franchir ces barricres de protection, se
distribuer dans 1’organisme et s’accumuler dans certains organes, principalement lors des

expositions respiratoire ou digestive (Oberdorster et al., 2005).
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La conséquence, c’est que des nanoparticules indésirables pourraient se retrouver distribuées
un peu partout dans 1’organisme des travailleurs exposés. Or, plusieurs de ces nanoparticules

ont démontré d’importants effets toxiques.

Parmi tous les types de nanomatériaux disponibles, notre étude s’est restreinte a un type de
nanoparticules a savoir des nanoparticules d’oxydes de fer (Fe;O4) pour leur importance dans

le développement actuel des nanotechnologies.

Les nanoparticules d’oxydes de fer et plus spécifiquement la magnétite Fe;O4 et la maghémite
v FeoO3 ont de nombreuses applications biomédicales (Gupta at al., 2005 ; Ngomsik et al.,
2005). Elles sont utilisées dans le diagnostic médical par imagerie IRM, le traitement des
tumeurs par hyperthermie (Puppi et al., 2011; Rumenapp et al., 2012), ou la vectorisation de
médicaments pour un ciblage intracellulaire (Chen et al., 2010) car ces oxydes sont dotés de
propriétés magnétiques leur permettant d’étre manipulés par un champ magnétique extérieur.
Les nanoparticules métalliques de fer sont étudiées et commencent a étre employées pour la

dépollution des eaux souterraines et des sols contaminés (Wei-Xian et al., 2003).

En mars 2009, I'Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments (AFSSA,
aujourd'hui ANSES) a déclaré que les études de toxicité des nanoparticules par voie orale sont
lacunaires, le plus souvent limitées a des conditions d’ingestion par gavage sur une période
courte. Les caractéristiques physico-chimiques des nanoparticules testées et leur interaction
avec la matrice alimentaire sont insuffisamment documentées. Les quelques résultats
rapportés sont souvent discordants et ne permettent pas de conclure a un effet dose, a un effet

taille, a une relation entre les caractéristiques physico-chimiques de la particule et la toxicité.

Les rares données de toxicocinétique ont montré que le tube digestif puis tous les organes sont
des cibles potentielles des nanoparticules. Seules quelques études ont abordé la toxicité des
nanoparticules apres ingestion orale. Ces études ont été menées essentiellement avec des
métaux ou des oxydes de métal comme le sélénium, le cuivre et le zinc (Wang et al., 2006,
Warheit et al ., 2007, Kim et al., 2008). Aussi sur le plan, in vitro, les résultats des études
réalisées sur la toxicité des nanoparticules d’oxyde de fer au niveau cellulaire sont différents.
En effet, il y a des études qui montrent que ces nanoparticules ne présentent aucune toxicité
(Soenen et al., 2011 ; Karlsson et al.,2008) alors que d’autres études montrent un effet toxique

aux fortes concentrations (Naqvi et al., 2010 ; Hussain et al., 2005).
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Dans ce cadre, la présente étude s’est intéressée aux effets des nanoparticules d’oxyde de fer
Fes;0y, in vitro, plus particulierement a la respiration mitochondriale et, in vivo, au stress

oxydant.

La premicre partie de notre étude s’est intéressée a la caractérisation des propriétés des
nanoparticules d’oxyde de fer Fe;O, utilisées a 1’aide des méthodes de microscopie

électronique a transmission et de diffraction de rayons X.

La seconde partie s’est intéressée a 1’étude des effets des nanoparticules Fe;O4 in vivo. A
savoir, étudier leurs effets au cours du temps sur le systeme antioxydant hépatique apres

exposition aigue par voie orale.

La troisieme partie s’est intéressée a 1’étude des effets des nanoparticules Fe;Oy in vitro. Plus
particulicrement, étudier leurs effets sur la respiration mitochondriale de différents organes

(cerveau, cceur, poumon, foie et rein).

La quatrieme partie s’est intéressée a I’é¢tude de I’effet de 1’age sur la toxicité mitochondriale
hépatique des nanoparticules Fe;O4 en comparant les activités et le couplage des chaines

respiratoires mitochondriales des rats jeunes (3mois) et des rats agés (18mois)

Le présent manuscrit est organisé en quatre parties: Une premiere partie intitulée
« SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE » qui a fait 1’état des différents travaux réalisés et les
résultats obtenus par d’autres auteurs sur les mémes thématiques du travail. Une deuxi¢me
partie intitulé « MATERIELS ET METHODES » présentant les différentes techniques
d’analyses, de toxicologie et de physiologie utilisées dans ces travaux. Une TROISIEME
PARTIE «<RESULTATS » présentant les résultats obtenus et Une QUATRIEME PARTIE qui

concerne la discussion générale des résultats, la conclusion générale et les perspectives.
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1. LES NANOPARTICULES

1. 1. Définition

On appelle nanoparticules des particules de matiere de quelques millioniemes de millimetre.
Les nanoparticules sont des particules ultra-fines (PUF) dont au moins une dimension est
comprise entre 1 et 100 nanometres (milliardieme de metre) (figure 1). Cette taille leur permet
d’interagir facilement avec les composants biologiques. La définition par 1’échelle ne suffit

cependant pas a décrire tous les aspects des nanoparticules.

En effet, leurs propriétés physico-chimiques et toxicologiques particulieres sont liées en plus a
leur surface spécifique qui est la surface totale de la particule normalisée par la masse. Ainsi,
une particule de 10 nm de diametre aura une surface spécifique 10 fois plus importante qu’une
nanoparticule de 300 nm de diametre. Cela représente une surface disponible 10 fois plus
grande a masse égale pour interagir avec les membranes, les molécules biologiques ou les
organites cellulaires et enfin leur réactivité de surface qui est également fortement liée a leur
composition qui peut étre tres variée. On distingue par exemple les nanoparticules organiques
(constituées majoritairement de polymeres), des métalliques (ex : nanoparticules d’or ou
d’argent), d’oxydes métalliques (ex : Fe,Os3, Fe;O4, TiO;) ou encore des composites (ex :

quantum dots CdSe-ZnS).

Nous nous intéresserons plus particulierement ici aux nanoparticules Fe;O4 qui grace a leurs
caractéristiques particulicres, les nanoparticules d’oxyde de fer font 1’objet de nombreuses
recherches sur leurs applications potentielles dans la médecine. Il est donc nécessaire de faire

un point sur les risques encourus lors de 1’exposition a ces nanoparticules in vitro et in vivo.
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Figure 1: Positionnement de la taille des nanoparticules sur 1’échelle du vivant et des
matériaux (Commissariat a ’Energie Atomique, 2005).
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1. 2. Les sources des nanoparticules

On distingue trois types de nanoparticules en fonction de leur provenance :

- les nanoparticules d’origine naturelle résultant essentiellement des phénomenes de
nucléation et de condensation des gaz et vapeurs dans 1’atmosphere (feux de forét, lave de
volcan).

- les nanoparticules d’origine anthropogénique non-intentionnelle issues des procédés chauds
tels que le soudage ou encore de la combustion des moteurs.

- les mnanoparticules d’origine anthropogénique intentionnelle ou nanoparticules

manufacturées.

Les Hommes sont exposés depuis toujours a des nanoparticules naturelles. Cependant, c¢’est
seulement depuis la révolution industrielle que cette exposition est devenue élevée. Plus
récemment, 1’essor des nanotechnologies a entrainé la production de plus en plus importante
de nanoparticules manufacturées auxquelles les travailleurs peuvent étre exposés mais aussi
les populations en cas de dissémination dans 1’environnement (Jankowska and Lukaszewska,

2013; Wu et al., 2014).
1. 3. Les nanoparticules d’oxyde métallique

Il en existe de nombreuses natures, mais les plus courantes sont : les oxydes de titane (TiO»),
les oxydes de fer (Fe,O; et Fe;0y), les oxydes de zinc (ZnO), les oxydes d’aluminium (Al,O3)
et la silice (S10,).

La magnétite (Fe;0,) est un oxyde de Fe™* et Fe’* possédant une structure spinelle inverse.
Elle se compose d’un réseau cubique a face centrée (CFC) d’atomes d’oxygene qui délimitent
des sites tétraédriques (Td) et octaédriques (Oh) dans lequel se logent les atomes de fer selon

la formule suivante : [Fe’*] Td [Fe**Fe**] OhO, (Jolivet et al., 2004) (Figure 2).
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Figure 2 : Structure cristalline des nanoparticules de Fe3O4

1. 4. Les applications cliniques des nanoparticules d’oxyde de fer

Aujourd’hui, beaucoup d’argent est investi dans les recherches et des chercheurs esperent un
jour obtenir des implants de revétements nanoparticules ou méme des traitements contre la
surdité a base de nanoparticules, mais ce ne sont que des applications potentielles qui n’ont
pas encore été soumises a des expériences réelles. Cependant, il existe des applications
médicales qui ont déja été pratiquées ; le plus grand nombre d’applications concerne le
domaine du traitement des tumeurs (Jayakumar et al., 2009; Liu et al., 2013). L’utilisation du
magnétisme en médecine suscite depuis I’antiquité les plus grands espoirs. Ces dernicres
années, le développement de nano-aimants « exogenes » injectables dans 1’organisme et
capables d’interagir intimement avec les constituants du vivant ouvrent de nouvelles
perspectives. Elles reposent toutes sur la possibilité d’activer a distance ces nano-aimants
grace a un champ magnétique externe. On distingue différents types de réponse selon le

stimulus magnétique (Figure 3).

Dans un champ magnétique uniforme (comme celui utilis€é en IRM), les nano-aimants
(monodomaines ferro- ou ferrimagnétiques) créent localement une inhomogénéité de champ,
qui perturbe la dynamique magnétique des protons environnants et engendre un contraste sur
I’image. Les nanoparticules magnétiques se comportent alors comme des traceurs cellulaires

ou moléculaires pour I’imagerie IRM (Imagerie par Résonance Magnétique).
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e Dans un champ magnétique non uniforme dans I’espace (comme celui créé¢ au
voisinage d’un aimant), un vecteur de drogue, une cellule ou tout objet biologique
contenant un nombre suffisant de nanoparticules magnétiques se verra soumis a une
force magnétique, qui tendra a le rapprocher de I’aimant. On peut ainsi manipuler
physiquement des entités biologiques par attraction magnétique, les trier, les retenir ou

encore les attirer vers une cible spécifique.

e Enfin, dans un champ magnétique dépendant du temps (a des fréquences de quelques
centaines de KHz), les nanoaimants oscillent en échauffant leur environnement.
L’hyperthermie locale qui en résulte peut affecter des cellules malignes, potentialiser
un traitement de chimio- ou de radiothérapie ou bien aider a la délivrance de
médicaments sur une cible bien précise de 1’organisme. L hyperthermie magnétique
appliquée au traitement de certaines tumeurs (glioblastome, tumeur de la prostate...)

fait actuellement I’objet de plusieurs études cliniques.

1. 4. 1. L’imagerie par résonance magnétique (IRM)

L’IRM compte parmi les méthodes d’imagerie biomédicale les plus intéressantes car elle
permet d’obtenir des informations a la fois morphologiques et fonctionnelles, tout en évitant
I’utilisation de radiations ionisantes. Parallelement, les agents de contraste IRM -
paramagnétiques (comme les chélates de gadolinium) ou super paramagnétiques (comme les
nanoparticules d’oxyde de fer) ont été considérablement développés car ils permettent, en
créant des champs magnétiques locaux, de modifier les temps de relaxation des protons
environnants et d’augmenter la sensibilité pour repérer une cible avec précision (Tanimoto
and Kuribayashi, 2006; Wang, 2011). Lorsqu’on injecte par voie intraveineuse des
nanoparticules d’oxyde de fer dans 1’organisme, ces dernicres sont rapidement capturées par
les macrophages qui sont les cellules chargées d’éliminer les éléments pathogeénes, exogenes

ou encore les débris présents dans 1’organisme.

Les nanoparticules ciblent donc tres spécifiquement ces cellules phagocytaires et permettent
de les détecter par IRM. Les macrophages étant impliqués dans les nombreuses pathologies
associant une réaction inflammatoire (et donc un recrutement de macrophages), leur détection
par IRM peut permettre le diagnostic de ces pathologies et I’évaluation de différents

traitements (Corot et al., 2006). Il s’agit par exemple de maladies cardiovasculaires, telle que

8
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I’athérosclérose, ou bien d’épisodes inflammatoires faisant suite a un rejet de greffe ou une
attaque cérébrale (Beckmann et al., 2009). Certains de ces agents de contraste IRM sous
forme de nanoparticules d’oxyde de fer sont déja utilisés en clinique humaine, d’autres sont

en cours d’évaluation (Corot et al., 2006).

Dans un champ magnétique uniforme (comme celui utilis€é en IRM), les nano-aimants
(monodomaines ferro- ou ferrimagnétiques) créent localement une inhomogénéité de champ,
qui perturbe la dynamique magnétique des protons environnants et engendre un contraste sur
I’image. Les nanoparticules magnétiques se comportent alors comme des traceurs cellulaires

ou moléculaires pour I’imagerie IRM.

1. 4. 2. Attraction magnétique des cellules

Parallelement au suivi par imagerie, 1’idée d’utiliser des forces magnétiques pour retenir ou
attirer des cellules thérapeutiques sur un organe cible a récemment émergé (Jayakumar et al.,
2009). Les cellules marquées par des nanoparticules magnétiques peuvent €tre manipulées a
distance par des gradients du champ magnétique. La force magnétique appliquée sur la cellule
est alors proportionnelle au gradient de champ magnétique et a I’aimantation de la cellule
dans le champ appliqué, c'est-a-dire au nombre de nanoparticules transportées par la cellule
(Wilhelm et al., 2007). De simples aimants permettent de mettre en mouvement des cellules
en suspension et de les diriger dans une direction donnée avec des vitesses de ’ordre de
quelques um/s. Une des techniques pour quantifier la capture en nanoparticules est d’ailleurs

de mesurer la vitesse des cellules dans un gradient de champ donné (Wilhelm et al., 2002).

L’intérét d’une attraction magnétique des cellules s’est récemment illustré dans le domaine
cardiovasculaire. Le défi est de contrebalancer 1’effet d’entrainement du flux sanguin en
appliquant a distance des forces magnétiques sur les cellules. Des modeles in vitro ont
d’abord été réalisés. Des substituts synthétiques de vaisseaux ont pu étre recouverts d’une
couche uniforme de cellules progénitrices endothéliales grace a I’utilisation de forces
magnétiques sur les cellules marquées par des nano-aimants (Pislaru et al., 2006). Poursuivant
la méme stratégie in vivo, des stents magnétisables (Polyak et al., 2008) ont été proposé pour
retenir des cellules endothéliales apres injection dans une artere 1€sée. Le concept de thérapie
génique couplée a I’attraction magnétique a également été testé in vivo. En présence d’un flux
hydrodynamique, la force magnétique potentialise la transfection génique et favorise le

positionnement des cellules transfectées dans I’endothelium (Hofmann et al., 2009).

9
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Toutes ces études montrent une augmentation significative du nombre des cellules, méme en
présence d’un fort cisaillement. Chaudeurge et al. (2011), ont également montré qu’on
pouvait favoriser I’implantation de cellules progénitrices endothéliales dans un tissu cardiaque
endommagé par 1’effet de forces magnétiques. Une étude similaire a démontré un bénéfice
thérapeutique du ciblage magnétique de cellules souches dans la thérapie cellulaire cardiaque
(Cheng et al., 2010). Des cellules souches autologues provenant directement d’une biopsie du
tissu cardiaque ont été marquées par des particules magnétiques et implanté en présence d’un
aimant externe dans la zone infarcie d’un cceur de souris. Trois semaines aprés injection, le
groupe d’animaux soumis a 1’aimant présentait une meilleure régénération du tissu cardiaque
et des fonctions améliorées par rapport au groupe témoin (Cheng et al., 2010). D’apres les
auteurs, ce type de technique chirurgicale, pourrait facilement étre translatée en clinique
humaine. D’autres stratégies de thérapie cellulaire pourraient dans 1’avenir bénéficier d’un

guidage magnétique de cellules.

1. 4. 3. Hyperthermie

Les progrés de nanotechnologie suscite I’espoir de nouveaux traitements du cancer, plus
efficaces, mieux ciblés et sans effet secondaire. En fait les nanoparticules magnétiques sont
des nanoparticules composées d'un cceur en fer dur et créées pour se fixer sélectivement sur
une tumeur (en particulier sur des zones qui ont résisté a la radiothérapie). Leurs propriétés
magnétiques sont d'une grande utilité. En effet, ces propriétés leur conferent des
caractéristiques additionnelles par rapport aux nanoparticules habituelles biodégradables en

silice. On peut donc parler d'une double action dans leur utilisation.

Une des techniques faisant appel aux nanoparticules consiste a chauffer localement une
tumeur (élévation de la température de I’ordre de 45°C) et a la rendre ainsi plus sensible a la

radiothérapie ou a la chimiothérapie : ¢’est la technique d’hyperthermie.

Une des approches de I’hyperthermie utilise des nanoparticules superparamagnétiques (Maier-
Hauff et al., 2011). Les nanoparticules sont greffées a un « ligand » qui joue le rdle de vecteur
en reconnaissant la tumeur concernée, et s’y attache. Lorsqu’on applique un champ
magnétique alternatif sur la nanoparticule, le renversement de 1’aimantation de celle-ci, en
phase avec celui du champ appliqué, a pour conséquence un échauffement de la

nanoparticule, et donc de la tumeur (Figure 4).
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Pour cette application particuliere, la taille nanométrique des particules (environ 5 nm) réduit
les effets de sédimentation dus a I’action de la pesanteur et facilite le passage des
nanoparticules des veines a I’intérieur des tissus. Aussi, le caractére superparamagnétique
associé¢ aux dimensions nanométriques évite I’agglomération des nanoparticules, propriété

résultant des interactions dipolaires entre particules ferromagnétiques aimantées.

Nanoparticules magnétiques (5-20 nm)

- 5] = "

Source de champ magnétique Force a distance Source de chaleur

Détection.

Thérapie thermiquement
Imagerie IRM 1

activée

Figure 3 : Nanoplateformes magnétiques pour la nanomédecine
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1. Nanoparticule 2. Adressage par un ligand

3. Reconnaissance du récepteur
a la surface des tumeurs

Figure 4 : Principe de I’échauffement sélectif de cellules tumorales ciblées par des
nanoparticules magnétiques.

1. 5. Les risques pour ’homme et I’environnement

Les propriétés particulieres des nanoparticules sont a I’origine d’interrogations sur de
possibles risques pour ’environnement et pour I’homme. Afin d’apporter des éléments de
réponse a ces interrogations, des travaux et réflexions ont été engagés par diverses instances
au niveau national et international. Ces travaux portent en particulier sur 1’état des
connaissances générales, les besoins de recherche et d’acquisition de données, 1’adéquation ou
I’adaptation des dispositifs réglementaires actuels, notamment dans le champ alimentaire.
Ainsi peuvent étre cités les travaux de la FDA (U.S. Food and Drug Administration
Nanotechnology Task Force), de ’'US EPA (U.S. Environmental Protection Agency), de
I’AFSSET (Agence francaise de sécurité sanitaire de 1’environnement et du travail), de la
FSA (Food Standard Agency), du BFR (Bundesinstitut fiir Risikobewertung) et du RIKILT
(Institute of Food Safety, Wageningen UR).

Au niveau communautaire, notamment de la DG SANCO (Direction Générale de la santé et

des Consommateurs), sont a noter les documents suivants :
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- Plan d’action européen 2005-2009 sur nanosciences et nanotechnologies (adopté en juin
2005).

- Rapport du Parlement européen sur la mise en ceuvre du Plan d’action (septembre 2007).

- Soutien dans le cadre du 7éme PCRD a la sécurité des nanotechnologies.

- Communication de la Commission sur les aspects réglementaires des nanotechnologies en
juin 2008 (revue de I’adéquation des réglementations actuelles aux nanotechnologies).

- Travaux du SCENIHR (EC non-food Scientific Commeettee on Emerging and Newly
Idenfified Health Risks : en mars 2006 Opinion sur I’adéquation des méthodologies existantes
pour évaluer les risques potentiels associés aux nanotechnologies. En mars 2007 Opinion sur
I’adéquation aux nanomatériaux des lignes directrices et guides techniques actuels pour
I’évaluation des risques des substances nouvelles et substances existantes. En janvier 2009,
Opinion sur évaluation des risques des produits issus des nanotechnologies.

- Opinion de ’AESA (Autorité¢ Européenne de Sécurité des Aliments) du 10 février 2009 «
Opinion of the Scientific Committee on the Potential Risks arising from Nanoscience and
Nanotechnologies on Food and Feed Safety.

Les conclusions de I’ensemble ces réflexions soulignent I’insuffisance des données
disponibles pour évaluer les risques associés aux nanoparticules dans 1’alimentation en lien
avec leurs propriétés particulieres, et la nécessaire adaptation des méthodologies d’évaluation
actuellement appliquées aux risques liés aux substances chimiques :

- Insuffisance des études permettant d’analyser la toxicité par voie orale, la plupart des
informations disponibles dérivant de la toxicité par inhalation.

- Besoin de méthodes pour la détection, quantification, suivi de ces nanoparticules dans les
différentes matrices (pour approcher 1’exposition) et dans [’organisme (pour la
toxicocinétique notamment).

- Modification des effets barrieres a la pénétration des particules dans le corps et a leur

circulation dans les organes.

1. 5. 1. Effet des nanoparticules sur I’environnement

\

Des études commencent & montrer ’impact que pourrait avoir les nanoparticules sur
I’environnement, mais actuellement il est difficile de savoir si les nanoparticules vont poser
un probléme pour I’environnement a court ou a long terme. C’est pourquoi 1’Union

Européenne préconise le principe de précaution en ayant adopté un code de bonne conduite
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pour une recherche responsable en nanosciences et nanotechnologies (Union Européenne,

2008).

Actuellement, les connaissances sont tres pauvres sur la mise en circulation des
nanoparticules manufacturées dans 1’environnement. Leur relargage peut s’effectuer sous
forme de poussieres ou de suspension liquide au moment de leur fabrication, par 1’abrasion ou
I’altération des structures qui les maintiennent (ex : usure mécanique), par rejet d’effluents
liquides ou gazeux par les installations de production ou de traitement. Les différentes plantes
peuvent absorber, par leurs racines, les nanoparticules transportées par le sol, ainsi que les
nanoparticules présentes dans l'air, par leurs stomates. La flore pourrait donc étre

indirectement contaminée par les nanoparticules transportant des polluants (Figure 3).

A ce jour, il n’existe ni préconisation ni suivi pour la prise en compte des risques que peuvent
poser les déchets comportant des nanoparticules. Les données disponibles ne permettent pas
non plus d’estimer la population qui pourra étre potentiellement exposée durant la fabrication,

la mise en ceuvre et I’usage des nanoparticules.

Un rapport britannique estime qu’en 2015, 1500 fois plus de travailleurs qu’en 2004 seront
exposés aux nanoparticules lors de leur production et de leurs utilisations industrielles (Health
and Safety Executive, 2004). L’exposition des consommateurs va également croitre
rapidement, soit par une utilisation explicite de nanoparticules (ex : fluides magnétiques) soit
par I’altération des matériaux incluant des nanoparticules sans que le consommateur soit

averti (ex : créme solaire).

Dans le domaine environnemental, les nanoparticules manufacturées sont des objets
prometteurs capables d’apporter des solutions a un grand nombre de problémes comme la
dépollution des eaux profondes (Lowry and Johnson, 2004) et des sols (Wei-xian et al., 2003),
le traitement des eaux de consommation (Ngomsik et al., 2005), le contrdle de la pollution
(Riu et al., 2006). C’est le cas des nanoparticules de fer métal qui sont injectées dans des
aquiferes situés en sous-sols de sites pollués américains. Grace a leurs propriétés catalytiques,
elles convertissent certains contaminants organiques (composés chlorés, pesticides...) en
composés non toxiques (Choe et al., 2000; Kanel et al., 2005). Les suspensions de
nanoparticules d’oxydes de fer sont également étudiées pour le traitement des eaux de surface
et des effluents (Hu et al., 2005; Uheida et al., 2006). Dans ce cas, ce sont les propriétés nano-

adsorbantes et superparamagnétiques qui sont mises en valeur.
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Les oxydes de fer sont une voie prometteuse dans ce domaine du fait de leur forte affinité
pour les polluants organiques et inorganiques et de leur superparamagnétisme (Al-badleh et
al., 2003 ; Johnson and Hallberg, 2005; Stipp et al., 2002). Grace a leurs propriétés
magnétiques, les particules d’oxydes de fer ayant adsorbées les polluants peuvent étre retirées
des eaux polluées, régénérées et réutilisées ce qui permet de limiter la génération de déchets

secondaires (Ngomsik et al., 2005).

Des techniques utilisant des microparticules d’oxydes de fer magnétiques ont déja fait leurs
preuves dans ce domaine, mais des avantages indéniables peuvent étre apportés par
I’utilisation de nano-oxydes de fer. En effet, pour une méme masse de particules, des
nanoparticules de magnétite de 10 nm de diametre peuvent retenir a leur surface 90 a 600 fois
plus d’arsenic que des particules 300 nm et 1 pm (Mayo et al.,, 2007; Yean et al., 2005)
(Figure 6).

dégradation e - Chaine
par lp.s uv? biodégradation 7 Hhmenhidie

i microorganismes :

- -

.
faune
-

.
dégradation chimique ?

Figure 5 : Contamination et devenir des nanoparticules dans 1’environnement. En rouge sont
indiquées les voies de contaminations primaires et en bleu les voies de dégradation
hypothétiques.
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Figure 6 : Effet de la taille des particules d’oxyde de fer sur leur capacité de rétention de
I’arsenic trivalent par unité de masse (d’apres Yean et al., 2005).

1. 5. 2. Effet des nanoparticules sur ’homme

Il existe plusieurs voies d’entrée potentielle des nanoparticules manufacturées dans les
organismes vivants. Le systéme respiratoire est généralement la premiére venant a I’esprit du
fait de D’analogie avec les particules atmosphériques ultrafines. Mais d’autres voies
d’exposition comme 1’ingestion (systetme gastro-intestinal), la voie cutanée (systeme
dermique) et les injections de nanoparticules dans la circulation sanguine sont également a
prendre en considération compte tenu des modes d’utilisations des nanoparticules

manufacturées (Figure 7).
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Figure 7 : Différentes voies d’entrée des nanoparticules dans 1’organisme.

a. voies d’entrée dans I’organisme

L’homme peut entrer en contact avec les nanoparticules de plusieurs fagons : en les touchant
(voie cutanée), en les ingérant (voie digestive) ou en les respirant (voie respiratoire). Cette
dernieére est probablement la plus conséquente et donc la plus étudiée. Chaque voie présente
habituellement une barriere a cette pénétration (ex : la rate ou les reins). Des études ont
montré que les nanoparticules pouvaient franchir ces barrieres de protection, se distribuer
dans I’organisme et s’accumuler dans certains organes, principalement lors des expositions

respiratoire ou digestive (Oberdorster et al., 2005).
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e Voies respiratoires

Les voies respiratoires sont les principales voies de pénétration des nanoparticules dans
I’organisme. En effet, pendant la phase d’inhalation, les voies respiratoires apportent
I’oxygeéne nécessaire a 1’organisme, mais constituent aussi une porte d’entrée idéale pour les

polluants de I’air, dont les nanoparticules qui sont en suspension dans 1’air (Wang et al., 2010)

e Voie cutanée

La pénétration percutanée de particules ultrafines peut sembler improbable au vu des

caractéristiques de la peau. Elle a été plus particulicrement étudiée pour TiO2 et ZnO du fait
de leur utilisation dans des formulations cosmétiques. Le TiO2 des crémes solaires est

constitué de particules de 14 a 30 nm, de surfaces spécifiques de 100 a 50 m?%g, avec des
revétements de surface inorganiques et organiques. Wu et al (2009) a démontré que
I’application de nanoparticules de TiO,, pour une période prolongée (comme 1’est la période
des vacances, par exemple), peut induire une toxicité cutanée, probablement associée avec la
génération de radicaux libres, du stress oxydant et un appauvrissement en collagéne qui

peuvent entrainer un vieillissement de la peau.

En ce qui concerne des particules ultrafines proprement dites, il semble qu’une certaine
pénétration cutanée soit possible. Il a été démontré que des flexions cutanées répétées,
normales dans une activité de travail, favorisent une pénétration en profondeur et, dans le cas
de particules présentant une certaine souplesse, jusqu’a la peau viable. La démonstration
semble complétée par une étude de la pénétration cutanée de nanocristaux fluorescents
(“quantum dots”, tailles de 4 a 12 nm) de différentes formes et revétements de surface

(Ryman-Rasmussen et al., 2006).

Par ailleurs, il faut rappeler que les travaux sont effectués sur des peaux saines en bon état. En
conditions réelles, les mains ne sont pas « idéales ». De simples microfissures, invisibles a
I’ceil nu, peuvent constituer une porte de pénétration pour n’importe quel type de particules

ultrafines.
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e Voie intestinale

Le tractus digestif constitue une autre voie d’entrée des nanoparticules qui peuvent avoir deux
origines : les premicres qui peuvent étre ingérées directement avec 1’eau, les aliments ou les
médicaments, et les secondes qui sont éliminées de 1’appareil respiratoire par ’escalier
mucociliaire. Seulement quelques €tudes ont été menées sur ce sujet et montrent que les
nanoparticules sont éliminées rapidement avec peu de passage a travers la barriere intestinale
(Yamago et al., 1995). Cependant, il a été démontré que ’internalisation des nanoparticules
par les cellules intestinales dépend de la nature et la taille des nanoparticules (Hillyer and

Albrecht, 2001; Win and Feng, 2005).

b. Translocation et devenir dans I’organisme

L’organisme humain dispose de différents mécanismes de défense pour éliminer ces corps
étrangers indésirables. Deux procédés sont impliqués : la dissolution chimique pour les
particules solubles et la translocation physique, c’est-a-dire le transport d’un endroit a un

autre, pour les particules insolubles ou peu solubles.

Par la translocation, les particules insolubles ou peu solubles déposées dans 1’arbre
pulmonaire sont éliminées du systéme respiratoire en les transportant ailleurs dans
I’organisme. Les particules les plus grosses qui se déposent normalement dans les parties
supérieures des poumons, principalement au niveau de la trachée et des bronches, sont
¢liminées par le mécanisme d’ascenseur mucociliaire ou les muqueuses de la trachée et des
bronches sont recouvertes de cellules ciliées qui forment un ascenseur et repoussent le mucus
contenant les particules vers le systeme digestif. C’est normalement un mécanisme efficace
qui élimine les particules en moins de 24 heures, méme les particules ultrafines (Kreyling et

al., 2002).

Les poussieres ultrafines, de mémes dimensions que les nanoparticules, pénetrent
principalement dans 1’organisme via I’inhalation et se déposent dans les poumons, une partie
pouvant se distribuer directement au cerveau via les nerfs olfactifs. Les poumons ne
réussissent pas nécessairement a éliminer ces particules indésirables qui causent alors
I’inflammation pulmonaire qui peut conduire au développement de certaines maladies
pulmonaires spécifiques a la nature des poussieres les ayant causées. De plus, ces tres fines

poussieres peuvent franchir les différentes barrieres de protection pulmonaire, atteindre le
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systeme sanguin et &tre distribuées dans toutes les parties du corps ou elles pourront causer
des dommages de différentes natures. Oberdorster (2005) résume par la figure 8, les effets sur

I’organisme de 1’inhalation de poussieres ultrafines de dimensions nanométriques.

Les particules qui ont subi une translocation peuvent alors induire divers dommages dans
différentes parties de I’organisme. La translocation de particules inhalées ultrafines dans la
circulation sanguine pourrait affecter la fonction endothéliale et promouvoir la thrombose et
d’autres problémes du systeme sanguin dont une coagulation sanguine accrue (Elder et al.,
2000, 2004; Nemmar et al., 2002a; Zhou et al., 2003) . Ce phénomene a été démontré chez le

hamster (Nemmar et al., 2002b, 2003) mais la situation chez ’homme demeure ambigué.

Bien que les poumons constituent la principale voie d’entrée des nanoparticules dans
I’organisme humain via 1’inhalation, il existe d’autres voies d’exposition au niveau desquelles
la distribution et la translocation des nanoparticules varie considérablement. Par exemple
apres absorption digestive, certaines nanoparticules sont éliminées dans les féces et dans
I’urine (Nefzger et al., 1984) et d’autres pénetreraient dans la circulation portale et le foie ou
dans le systeme lymphatique. Le foie et la rate seraient des organes cibles, mais certaines
nanoparticules sont retrouvées dans les reins, le poumon, la moelle osseuse et le cerveau (Jani
et al., 1990,1994 ; Wang et al., 2007). On ne connait pas précisément les modifications que
subissent les nanoparticules dans le tube digestif, en particulier si elles restent libres ou si
elles s’agregent, si elles adsorbent des biomolécules présentes dans la matrice alimentaire ou

elles sont transformées par les enzymes digestifs (Cedervall et al., 2007; Simon et al., 2008).

Ces modifications des nanoparticules peuvent influencer leur charge de surface, leur
hydrophobicité ou leur lipophilie, leur diffusion dans le mucus et I’eau et leur transport
cellulaire et paracellulaire. Dans les liquides biologiques, I’interaction des nanoparticules avec
les protéines pourrait favoriser le franchissement des membranes cellulaires et nucléaires
(Hong et al., 2006). Certaines nanoparticules passent a travers la barriere digestive
essentiellement par transcytose a travers les anthérocytes ou les cellules M des plaques de

Peyer, avec une vitesse inversement proportionnelle a leur taille (Hillyer and Albrecht, 2001).
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Figure 8 : Effets potentiels des particules ultrafines inhalées (Oberdorster et al., 2005)

c. Effet sur la santé humaine

Compte tenu des nombreuses inconnues reliées aux nanoparticules, a leurs effets potentiels
sur la santé et aux risques documentés de toxicité des particules ultrafines chez 1’homme,
I’instauration de procédures strictes de prévention demeure la seule facon de prévenir tout
risque de développement de maladies professionnelles. Ainsi, les populations potentiellement
exposées aux nanoparticules doivent étre prudentes et appliquer des mesures sécuritaires
d’élimination a la source, de contrdle de 1’exposition et de protection individuelle, aussi bien

au niveau de la production que de la mise en ceuvre et de 'utilisation de ces produits.
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Selon le rapport I’AFSSA (Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments,
aujourd'hui ANSES), en [’absence de caractérisation précise des dangers, d’outils
métrologiques et de connaissance des usages alimentaires potentiels, il n’est pas possible,
aujourd’hui, d’évaluer I’exposition du consommateur ni les risques sanitaires liés a I’ingestion

de nanoparticules.

Devant les nombreuses incertitudes concernant les risques des nanoparticules dans
I'alimentation, beaucoup d'organisations publiques ou parapubliques ont émis des
recommandations concernant l'utilisation de nanomatériaux ou nanotechnologies dans le
domaine alimentaire.
En mars 2009, I’ANSES a publiquement affirmé que "la prudence s’impose a 1’égard de

I’utilisation de nanotechnologies et/ou nanoparticules en alimentation humaine et animale".

Afin de répondre aux questions de la direction générale de la Santé, I'ANSES (Agence
Nationale de Sécurité Sanitaire de I’alimentation de I’Environnement et du travail) a publié un
rapport sur les nanoparticules manufacturées dans les eaux et un autre sur les nanoparticules
dans l'alimentation humaine et animale. Ces travaux aboutissent a des recommandations
concordant avec celles d'autres instances nationales et internationales. L’usage des
nanomatériaux concerne un large spectre d’applications : médicaments, produits
phytosanitaires, alimentation humaine et animale, emballages, procédés de traitement des
eaux et exposition par voie orale (eau ou aliments) a des nanoparticules présentes dans
I'environnement. En 2009, aucun procédé de traitement des eaux utilisant des nanoparticules
n'avait ét¢ mis sur le marché francais et aucun médicament vétérinaire ou produit

phytosanitaire relevant des nanotechnologies n'avait ét€ soumis a autorisation en Europe.

Bien que les perspectives technologiques ouvertes par les nanotechnologies semblent
immenses, notamment dans le domaine de la santé, les connaissances sur la toxicité des
nanomatériaux manufacturés sont encore aujourd’hui lacunaires. En outre, il n'existe pas de
méthode standardisée permettant de mesurer et de suivre le devenir de nanoparticules
manufacturées dans des matrices complexes (environnement, aliments, organisme, etc.).
Considérant ces incertitudes, I'ANSES, de méme que d'autres instances internationales, a
conclu a I'impossibilité d'évaluer I'exposition du consommateur et les risques sanitaires liés a
l'ingestion de nanoparticules. En conséquence, I' ANSES a recommandé la prudence a 1'égard

de l'utilisation de nanotechnologies ou des nanoparticules en alimentation humaine et animale.
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Elle a préconisé également que la présence de ces substances dans l'alimentation fasse 1'objet

d'une déclaration systématique et d'une demande d'autorisation de mise sur le marché.

Actuellement, de nombreuses études sont réalisées afin de mieux connaitre le comportement
des nanoparticules une fois déposées dans I’organisme de ’homme, mais aucune d’entre elles
n’aboutit sur un comportement général pour toutes les nanoparticules. Cependant, des
expériences ont montré que des nanoparticules pouvaient €tre responsables de pathologies,
principalement au niveau des organes directement exposés mais aussi dans tous les autres
organes (Figure 9). Cependant, il faut noter que la nature et 'intensité des effets dépendent
des caractéristiques des nanoparticules. De plus ces études sont la plupart du temps réalisées
avec de fortes concentrations en nanoparticules (Ostiguy et al., 2008). Enfin a I’heure actuelle,
il manque beaucoup d’informations pour pouvoir établir une liste exhaustive des effets des

nanoparticules manufacturées sur la santé humaine en fonction de leurs natures et/ou de leurs

caractéristiques.
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Figure 9 : Principaux effets des nanoparticules sur la santé humaine décrit dans la littérature
(d’apres Ostiguy et al., 2008).
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1. 6. Toxicologie

La toxicocinétique (absorption, distribution, métabolisme, élimination) et la toxicité des
nanoparticules, tres peu documentées par voie orale, différent de celles des matériaux
conventionnels correspondants. Elles semblent dépendre de leur composition chimique, de
leur taille, de leur forme, de leur réactivité de surface..., ce qui conduit a envisager des

évaluations de risque au cas par cas.

Comme toute substance chimique, le devenir des nanomatériaux dans I’organisme humain et
la toxicité potentielle associée dépendent notamment de leurs propriétés physico-chimiques
(taille, forme, caractere soluble, etc). Cependant, en raison notamment des propriétés
spécifiques des nanomatériaux manufacturés, les connaissances scientifiques sur les

substances classiques ne sont pas directement transposables aux formes nanométriques.

Aujourd’hui, la large diffusion des nanomatériaux manufacturés a travers une multitude de
produits de consommation courante nécessite de mieux connaitre 1’exposition des travailleurs
de ce secteur, mais aussi de consommateurs et de I’ensemble de la population générale a ces
nanomatériaux. De nombreux rapports scientifiques considerent l'inhalation de nanomatériaux
comme potentiellement dangereuse, aussi I’ANSES a recommandé de prendre des mesures
pour éviter ou minimiser l'exposition des personnels, de créer une base de données afin
d'améliorer les connaissances sur les principales utilisations de nanomatériaux sur le territoire
francais. En ce qui concerne le transport des nanomatériaux, elle a recommandé 1'application

des regles utilisées pour les matieres dangereuses.

Les connaissances actuelles des effets toxiques des nanoparticules sont relativement limitées.
Néanmoins, les données disponibles indiquent que les effets toxiques documentés sur des
animaux de méme que les caractéristiques physicochimiques des nanoparticules justifient, sur
la base du principe de précaution, de prendre des a présent toutes les mesures utiles pour
limiter 1’exposition et protéger la santé des personnes potentiellement exposées. Dans un tel
contexte, I’instauration de procédures strictes de prévention demeure la seule fagon de
prévenir tout risque de développement de maladies professionnelles autant au niveau des
chercheurs et des étudiants qui font le développement de ces produits que des travailleurs qui

ceuvrent a la synthese, a la transformation ou a 1’utilisation de nanoparticules.
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1. 6. 1. Toxicité des oxydes métalliques

Il en existe de nombreuses natures, mais les plus courantes sont : les oxydes de titane (TiO,),
les oxydes de fer (Fe,Os ; Fe;0,), les oxydes de zinc (ZnO), les oxydes d’aluminium (Al,O3)
et la silice (SiO,).

Un effet cytotoxique est souvent constaté pour différentes nanoparticules testées sur différents
modeles cellulaires (Auffan et al., 2006; Gojova et al., 2007; Wang et al., 2007). L’intensité
de ces effets dépend de plusieurs parametres comme le modele cellulaire (Barlow et al., 2005;
Gurr et al., 2005), la nature des nanoparticules (Peters et al., 2004), leur taille (Barlow et al.,
2005; Gurr et al., 2005; Sayes et al., 2006) ou encore leur forme cristalline (Sayes et al.,
2006). Cependant a caractéristiques et modeles cellulaires €gaux, certaines études sont
contradictoires. C’est le cas des études de Soto et al. (2005) et Wagner et al. (2007) qui dans
le premier cas montrent que les nanoparticules d’Al,O; ont un effet cytotoxique prononcé
(ClIsp= 5,5 pg/ml) et dans le deuxieme cas une perte de viabilité est seulement observée a
partir de 3 jours et 100 pg/ml. Ainsi d’autres caractéristiques différentielles non déterminées

sont probablement a I’origine de cette discordance.

e Nanoparticules d’oxyde de fer

Les nanoparticules d’oxyde de fer (Fe,Os et Fe;O4) font 1’objet de nombreuses recherches sur
leurs applications potentielles dans la médecine ainsi qu’ils sont utilisées dans des procédés
industriels au cours desquels une exposition professionnelle peut se produire. Malgré cela,
leurs propriétés toxicologiques n’ont pas été étudiées de maniere approfondie. Les premieres
études ont été faites sur des nanoparticules d’oxyde de fer associé¢ au dextran (Weissleder et
al., 1997). Ces premicres études ont été conduites pour comprendre le mécanisme de

I’assimilation cellulaire des nanoparticules (Moore et al., 1997; Neuwelt et al., 1994).

En 1996, Mueller et al. ont rapporté que les nanoparticules d’oxyde de fer pourraient induire
une toxicité significative. Plusieurs années plus tard, (Berry et al., 2004; Berry et al., 2003)
ont montré que les nanoparticules d’oxyde de fer non associées ou associées au dextran
pourraient causer différent degré de mort cellulaire ainsi que des perturbations dans le
squelette des fibroblastes dermiques. Ces observations ont été reconfirmées par Gupta et al
(Gupta et al., 2003; Gupta and Curtis, 2004; Gupta and Gupta, 2005) qui ont clairement

démontré la cytotoxicité des nanoparticules d’oxyde de fer non couvert.
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Dans d’autres études, ont essayé de prévenir 1’effet cytotoxique en associant aux
nanoparticules différentes protéines comme lactoferrine et ceruloplasmine et ils ont montré
que la réponse cellulaire pourrait étre directement modulée par le choix de la protéine associé

(Gupta and Wells, 2004; Stroh et al., 2004; van den Bos et al., 2003).

Il est important de mentionner que le destin biologique des nanoparticules d’oxyde de fer est
dépendant de la composition de protéines associées a la surface des nanoparticules
(Mahmoudi et al., 2011). En plus les propriétés physicochimiques des nanoparticules et le
type cellulaire sont aussi reconnus comme des facteurs cruciaux pour I’assimilation cellulaire,
le destin intracellulaire ainsi que la réponse toxique des nanoparticules. Par exemple
Mahmoudi et al. (2011a) ont montré que selon le revétement superficiel associé aux
nanoparticules d’oxyde de fer (non couvert et cyanoethyltrimethoxysilane (CAES) et
aminopropyltriethoxysilane (APTES)-couvert) avait des effets toxiques sur des cellules
cérébrales humaines avec des concentrations de fer au dessus de 2,25 mM, tandis que la

méme concentration des nanoparticules était compatible avec des cellules humaines de rein.

Les résultats des recherches concernant la toxicité¢ des nanoparticules d’oxyde de fer sont
contradictoires et beaucoup reste encore a découvrir. Plusieurs études démontrent que ces
nanoparticules sont biocompatible, ne montrant pas des effets toxique sévere (Hanini et al.,
2011; Jain et al., 2008; Muller et al., 2007) alors que d’autres études montrent qu’elles
mesurent un effet toxiques aux fortes concentrations (Naqvi et al., 2010 ; Hussain et al.,

2005).

Jain et al. (2008) ont montré que I’administration in vivo de nanoparticules d’oxyde de fer n’a
pas d’effet néfaste au niveau de la fonction hépatique et ils ont été méme cliniquement
approuvé pour leur utilisation comme agent de contraste au niveau des hépatocytes humaine
(Puppi et al., 2011). Alors que d’autres études ont montré 1’induction d’une hépatotoxicité
causé par les nanoparticules d’oxyde de fer (Lin et al., 2008). Singh et al (2013) ont montré
que des rats traités par voie orale avec des doses uniques de 500, 1000, 2000 mg/kg n’ont pas
causé de génotoxicité significative. Ma et al (2012) ont montré la présence d’inflammations
cellulaires et un stress oxydant accru au niveau du foie et du rein aprés injection
intrapéritonéale de nanoparticules de Fe;O4 chez la souris. De méme Wang et al. (2010) ont
montré que les nanoparticules Fe,Os ont causé une diminution significative dans les
parametres biochimiques ainsi que des dégats séveres au niveau des tissus de foie et de

poumon.
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2. LA MITOCHONDRIE

La mitochondrie, du grec mitos (fil) et chondros (grain), est un organite intracellulaire de
taille qui varie entre 0,5 um et 7 pm et qui est responsable de la majorité de la production de
I’énergie sous forme d’ATP pour la cellule et représente donc une structure cruciale du
fonctionnement cellulaire. Elle est considérée comme une des principales sources d’Especes
Réactives de I’Oxygene (ERO) dans la cellule par le fonctionnement de la chaine respiratoire
mitochondriale. Méme si elle est une source d’ERO plus spécifique dans certains tissus (tissus
post-mitotiques), elle reste, dans I’ensemble des tissus, une cible privilégiée des ERO. Les
mitochondries sont en mouvement continuel dans la cellule et subissent des phénomenes de
fusion et de fission tres régulés (Jakobs, 2006). Elles se déplacent également dans les zones
tres demandeuses en énergie (zone périnucléaire par exemple) au moyen de protéines

associées au cytosquelette.

2. 1. Structure

Toute mitochondrie est constituée de deux membranes : une membrane externe et une
membrane interne, délimitant trois compartiments distincts : le compartiment cytoplasmique,
I’espace intermembranaire, et la matrice mitochondriale. Lorsqu’une mitochondrie est sous

forme isolée, deux compartiments, délimités par deux membranes, se distinguent (Figure 10).

ADN mitochondriale
Ribosome

Granulation
de calcium

TRICE
MEMBRANE INTERNE
9 SIS TR S v,

4 ESACE INTERMEMBRANAIRE

S e sRANE EXTERNE

Figure 10 : structure mitochondriale
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2. 1. 1. La membrane externe

La membrane externe est une bicouche lipidique composée d’environ 50 % de protéines et
50% de lipides. Cette membrane a la propriété d’étre perméable grace a la présence d’une
protéine transmembranaire, VDAC (Voltage-Dependent Anion Channel). Elle forme un canal
qui laisse passer les molécules d’une taille inférieure a 10 kDa (anions, cations, pyruvate,
acides gras et nucléotides par exemple). Les molécules de poids moléculaire supérieur a 10
kDa, possédant un signal d’adressage mitochondrial, peuvent traverser la membrane au niveau
de complexes d’importation constitués par une zone d’accolement entre la membrane externe
et interne. Cette membrane contient des translocases (TOM : Translocase of the Outer

Membrane) qui permettent le transport des grosses protéines.

2. 1. 2. L’espace inter-membranaire

L’espace inter-membranaire est un espace étroit d’environ 100 angstroms dont la composition
est tres proche de celle du cytosol. Il contient une forte concentration en protons qui lui

conferent une charge positive (Figure 11).

Figure 11 : Espace inter-membranaire

2. 1. 3. La membrane interne

La composition de la membrane interne differe des autres membranes biologiques. Elle
contient environ 80 % de protéines et seulement 20 % de phospholipides. A cause de sa
composition lipidique particuliere (riche encardiolipine ou diphosphatidylglycérol, qui

intéragit avec certaines protéines de la chaine respiratoire et détermine leur bonne orientation
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et leur activité), elle est tres peu perméable aux ions et le passage de molécules a travers cette
membrane nécessite la présence de transporteurs. Ainsi, les principaux transporteurs sont
I’ANT (qui échange I’ATP mitochondrial en échange d’ADP cytosolique), le cotransporteur
de phosphate inorganique/proton, le symport pyruvate/proton, la navette du glycérol-3-
phosphate, la navette malate/aspartate, le transporteur du citrate, la carnitine-acylcarnitine
translocase. Les protéines sont importées grace a un systeme de translocases, les TIM
(Translocase of the Inner Membrane). La membrane interne possede de nombreux replis qui

forment les crétes mitochondriales.

Des études tomographiques (Dimroth et al., 2000; Hunte et al., 2000) ont permis de montrer
que ces crétes n’ont pas la méme composition que la membrane interne. Elles seraient en fait
reliées a la membrane interne par des jonctions de crétes d’environ 30 nm de diamétre. Grace
aux crétes, la membrane interne est multipliée par cing. Leur nombre varie selon I’activité
mitochondriales (respiration cellulaire, oxydation des acides gras...) et peuvent se présenter
sous des formes variées (forme de bouteilles aplaties, sacculaires, lamellaires, tubulaires...).
C’est au niveau de ces crétes que sont préférentiellement enchassés les complexes de la
chaine respiratoire mitochondriale et I’ATP synthase, responsable de la production d’ATP

(Gilkerson et al., 2003).

2. 1. 4. La matrice mitochondriale

La matrice mitochondriale est un compartiment interne de la mitochondrie, elle est le siege de
nombreuses voies métaboliques telles que le cycle de Krebs ou 1’oxydation des acides gras et
contient donc toutes les enzymes nécessaires a ces deux voies. Elle renferme également
I’ADN mitochondrial, des mitoribosomes et des ARN de transfert. L’ADN mitochondrial, une
molécule d’environ 16 kilobases, est circulaire et dépourvu d’introns et d’histones. Chaque
mitochondrie possede un nombre variable de copies de cet ADN qui code notamment pour 13

protéines composantes de la chaine respiratoire mitochondriale.

2. 2. Distribution des mitochondries dans les différents organes de I’organisme

Les mitochondries sont des organites présents dans toutes les cellules des organismes
eucaryotes. Leur localisation cellulaire dépend de la demande d’énergie. La plupart des
cellules humaines contiennent entre 500 et 2000 mitochondries, mais ce nombre varie en

fonction du type cellulaire et des besoins énergétiques. Par exemple, dans le foie les
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mitochondries représentent 20% du volume cytosolique alors que dans le muscle cardiaque,
ce volume peut atteindre 40% et peut arriver méme a 80% dans les cellules de la rétine
(Figure 12). Les globules rouges matures, eux, n’en possédent pas. Les mitochondries sont
ancrées dans la cellule grace a des protéines du cytosquelette et peuvent se déplacer grace a
des protéines dites motrices telles que les myosines, la dynéine ou la kinésine (Figure 13).
Dans certaines cellules les mitochondries sont immobiles comme par exemple au niveau des

spermatozoides.

i'_"': e __-_':,‘.‘, " flagelle axoneme
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CARDIAC MUSCLE SPERM TAIL

Figure 12 : Localisation des mitochondries au niveau du muscle cardiaque et du flagelle
spermatique
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Figure 13 : Sens du déplacement de la mitochondrie
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2. 3. Fonctionnement de la mitochondrie

2. 3. 1. La chaine de transport des électrons

Les réactions de la phosphorylation oxydative, qui ont lieu au niveau de la membrane interne
mitochondriale, permettent la transformation de 1'énergie contenue dans les nutriments en
énergie utilisable par la cellule : I'ATP. La chaine respiratoire est une chaine de transport

d'électrons constituée de quatre complexes protéiques (Figure 14) :

e NADH ubiquinone oxydoréductase ou complexe I
e Succinate ubiquinone oxydoréductase ou complexe II
e Ubiquinol cytochrome ¢ oxydoréductase ou complexe III

e Cytochrome ¢ oxydase ou complexe IV

Chaque complexe est composé de plusieurs sous-unités protéiques codées soit par le génome
nucléaire soit par le génome mitochondrial, excepté pour le complexe II qui ne contient que
des protéines codées par le génome nucléaire. A ces complexes protéiques, s'ajoutent des

transporteurs mobiles d'électrons, 1'ubiquinone (ou coenzyme Q) et le cytochrome c.

I

externe

Complexe I Complexe IT Complexe III Complexe IV ATP synthase
H

H H

Membrane
interne

NAD

Succinate Fumarate
FADHZ FAD

{Succinate deshydrogenase)

(Cytochrome axydase)

ADPP;  H  ATP
(A TP synthase)

Figure 14 : Structure schématique de la chaine respiratoire mitochondriale. La chaine
respiratoire est située dans la membrane interne de la mitochondrie. Elle est composée de
quatre complexes protéiques : le complexe I (NADH ubiquinol réductase), le complexe 11
(succinate ubiquinone oxydoréductase), le complexe III (ubiquinone cytochrome c
oxydoréductase) et le complexe IV (cytochrome ¢ oxydase). Le transfert des électrons depuis
les équivalents réduits (NADH et FADH?2) le long des complexes permet le pompage des
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protons par les complexes I, III et IV vers 1’espace intermembranaire créant ainsi un gradient
¢lectrochimique. Le retour des protons dans la matrice par I’ATP synthase permet de coupler
la respiration et la synthese d’ATP.

2. 3. 2. La phosphorylation oxydative

Le systtme de phosphorylation oxydative est composé de la chalne respiratoire
mitochondriale (quatre complexes protéiques, eux-mémes composés de différentes sous unités
codées soit par le génome nucléaire soit par le génome mitochondrial) et de I’ATP synthase.
La dégradation des nutriments permet de fournir a la chalne respiratoire des équivalents
réduits sous forme de NADH + H" et de FADH,. Ces molécules sont réoxydées par transfert

de leurs électrons sur un accepteur final : ’oxygéene.

Cette étape est réalisée par I’intermédiaire d’une chaine de transport sur laquelle les €lectrons
vont transiter en fonction de leur potentiel d’oxydoréduction. Ainsi, le NAD* ayant une faible
affinité pour les électrons, sa forme réduite, le NADH, peut facilement perdre deux électrons.
L’oxygene moléculaire possede une tres forte affinité pour les électrons et capture facilement
ceux des autres molécules. Il va donc s’établir le long de la chaine respiratoire un gradient de
potentiels d’oxydoréduction et les électrons vont transiter de molécules a faible potentiel (tels
que le NAD" qui a un potentiel de — 320 mV) vers des molécules a fort potentiel (tels que

I’oxygeéne qui a un potentiel de + 816 mV).

Au niveau des complexes I, III et IV, le transfert des électrons s’accompagne d’un pompage
de protons de la matrice vers I’espace intermembranaire, générant ainsi une force proton
motrice qui est la somme du gradient de pH et du potentiel membranaire d’environ -150 mV
(négatif du coté matriciel). Les protons, qui s'accumulent en dehors de la structure, accroissent
la pression chimiosmotique a l'extérieur par rapport a celle qui régne a l'intérieur de
la mitochondrie . Les protons qui retournent a l'intérieur passent a travers le canal ionique de
I'ATP synthase, enzyme complexe dotée d'une unité rotative fonctionnant comme un rotor qui
utilise 1'énergie chimiosmotique de ces protons pour permettre la phosphorylation d'une

molécule d'ADP en ATP (Figure 15).

La phosphorylation oxydative est une fonction vitale du métabolisme. Elle génere cependant
des dérivés réactifs de l'oxygenetels que I'anion superoxyde O, ou le peroxyde

d'hydrogene H,O, lesquels génerent en retour des radicaux libres nocifs.
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Figure 15 : Chaine de transport des électrons mitochondriale. Le succinate et le NADH+H"
issus du cycle de Krebs sont oxydés par la chaine respiratoire, localisée, chez les eucaryotes,
dans la membrane interne des mitochondries, générant le gradient de pH utilisé par ’ATP
synthase pour produire de I’ATP.

a. Complexe I : NADH déshydrogénase

C’est la premiere enzyme de la chaine respiratoire. Elle catalyse le transfert de deux électrons
du NADH a I’ubiquinone, couplé a la translocation de quatre protons au travers de la
membrane, ce qui participe a la force proton motrice (Sazanov, 2007). Cette enzyme est
constituée d’environ 45 sous-unités (Carroll et al., 2006), la plupart (38) sont codées par le
génome nucléaire, tandis que 7 autres sont codées par le génome mitochondrial. Avec son
poids moléculaire de 980 kDa environ, elle constitue 1’un des plus gros complexes protéiques
membranaires. Le domaine hydrophile de ce complexe contient le site de liaison du NADH, la
flavine mononucléotide qui est le premier accepteur d’électrons et huit ou neuf centres
Fer/Soufre (FeS) constituant le centre catalytique de 1’enzyme (Sazanov, 2007). Le systéme
de pompage des protons est quant a lui localisé dans la partie membranaire du complexe

(Yagi and Matsuno-Yagi, 2003).
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Ce complexe étant une source majeure de production d’especes réactives de ’oxygene (ERO
ou encore ROS), les mutations le touchant conduisent a diverses pathologies
neurodégénératives (Schapira, 1998). De plus, les ERO produits par ce complexe peuvent
endommager I’ADN mitochondrial et étre une des causes du vieillissement (Balaban et al.,

2005).

b. Complexe II : Succinate déshydrogénase

Le complexe II : ou succinate deshydrogénase joue un role important dans la mitochondrie
puisqu’il fait a la fois partie de la chaine respiratoire et du cycle de Krebs (Briere et al., 2005).
Il est composé de quatre sous-unités (A a D). Les sous-unités A et B constituent le domaine
hydrophile de 1’enzyme dépassant dans la matrice tandis que les sous-unités C et D
constituent le domaine d’ancrage du complexe dans la membrane interne mitochondriale. Les
quatre genes codant pour ces quatre sous-unités font partie du génome nucléaire. Ce complexe
qui oxyde le succinate en fumarate peut cependant, dans certaines conditions, fonctionner
dans le sens inverse. Ce phénomene cause, par exemple, lors de conditions hypoxiques, une
augmentation de la production de ERO dans les vaisseaux pulmonaires (Paddenberg et al.,

2003).

De plus, dans certains tissus tels que le rein, la quantité de complexes II est particulierement
élevée par rapport a certaines autres enzymes matricielles (le citrate synthase par exemple).
Dans ce cas, la succinate deshydrogénase délivre aux ubiquinones une quantité d’électrons
supérieure a ce que le cytochrome c peut transporter ce qui favorise une suroxydation des
ubiquinones. Ce phénomene peut entrainer un flux réverse d’électrons au travers du complexe
I (Briere et al., 2005), entrainant une réduction plus importante de ce complexe, ce qui

favorise la production de ERO.

Des défauts d’activité de ce complexe ont été corrélés au développement de pathologies
neurodégénératives telles que D’ataxie de Friedrich (Rotig et al., 1997), la maladie de
Huntington (Butterworth et al., 1985) ou certaines encéphalopathies infantiles rares
(Bourgeron et al., 1995). Des mutations de sous-unités du complexe II ont également été

décrites a plusieurs reprises comme un facteur important de tumorigénese (Baysal, 2006).
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c. Complexe III : Complexe b-c1 ou ubiquinone-cytochrome c réductase

Le complexe III ou ubiquinol cytochrome c réductase contient quatre groupes prosthétiques
redox actifs : 2 cytochromes b (by et by,), le cytochrome cl et un centre Fer/Soufre. Ce
complexe est composé de 11 sous-unités protéiques parmi lesquelles les sous unités III, IV et
V constituent les groupes redox, les 8 autres sous-unités ne comportant pas de groupement

prosthétique.

La majorité de ces sous-unités est codée par le génome nucléaire, seule la sous-unité
comprenant les cytochromes b est codée par le génome mitochondrial (Borisov, 2002). Cette
enzyme catalyse le transfert de deux électrons de 1’ubiquinol au cytochrome c. Cette étape est
associée au transfert de 4 protons de la matrice vers 1’espace intermembranaire grace au cycle
Q décrit par (Mitchell, 1975). Ainsi, des €lectrons dérivant de I’oxydation de 1’ubiquinol sont
recyclés par le site ubiquinol réductase de cette enzyme ce qui permet le pompage des
protons. Des défauts partiels du complexe III ont été identifiés chez des patients atteints de

déficiences hépatiques néonatales et du syndrome de Leigh (Leshinsky-Silver et al., 2003).

d. Complexe IV : Cytochrome c oxydase

Le complexe IV ou cytochrome ¢ oxydase appartient a la superfamille des oxydases a héme-
cuivre. Son isoforme humaine est composée de 13 sous-unités dont trois (COX I, COX 1II et
COX III) sont codées par le génome mitochondrial (Borisov, 2002). Le site actif binucléaire
de cette enzyme est composé d’un noyau héme de haut spin (héme a3) associé a un ion cuivre
(CuB). En plus de ce centre binucléaire, le cytochrome ¢ oxydase possede un heme de bas
spin (heme a) et un autre centre cuivre (CuA). Les électrons cédés par le cytochrome c entrent
dans ce complexe protéique par le centre cuivre CuA puis sont transférés successivement a
I’héme a puis au site actif binucléaire ou s’effectue la liaison de 1’oxygeéne et sa réduction en
eau (Abramson et al., 2001). Durant cette étape, 4 protons sont consommés et 4 autres sont

transloqués de la matrice vers 1’espace intermembranaire (Wikstrom and Verkhovsky, 2007).

Des défauts d’activité de cette enzyme ont été associés au développement de différentes
myopathies (Rahman et al., 1999), mais également a des dysfonctionnements hépatiques
(Edery et al., 1994) et a plusieurs types d’encéphalopathies telles que le syndrome de Leigh
(Adams et al., 1997; Savasta et al., 2001).

35



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

e. ATP synthase

Les ATP synthases sont présentes dans les membranes transductrices d’énergie, comme les
membranes de mitochondries, de chloroplastes ou encore dans la membrane plasmique des
procaryotes. L’ATP synthase est constituée de 3 domaines distincts : un domaine
hydrosoluble F1 portant les sites catalytiques, un domaine FO membranaire formant le canal a

protons et un domaine permettant ’ancrage de F1 a la membrane (Figure 16).

Le domaine membranaire FO est un oligomere de sous-unités ¢ qui entre en rotation lors du
transfert des protons de 1’espace intermembranaire a la matrice. 12 sous-unités ¢ sont en
contact avec un complexe formé des sous-unités y et € qui forment le rotor. Une sous-unité a,
complexée a un dimere de sous-unités b et a une sous-unité 6 forment le stator qui interagit
avec le domaine F1. Le domaine F1 est constitué¢ de 5 sous-unités différentes : asBsyde. Les
sous-unités o et P, portent les sites de fixation des nucléotides adényliques, les sites

catalytiques étant portés par chacune des sous-unités f.

F1‘

Figure 16 : Structure de I’ATP synthase (Wang and Oster, 1998)
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3. LE STRESS OXYDANT
3. 1. Définition

Le stress oxydant est défini comme un débalancement entre la production d’oxydants, ou
ERO, et les molécules antioxydantes en faveur des oxydants. Le terme ERO fait référence a
plusieurs types de métabolites réactifs a 1’oxygene tels que les radicaux libres et d’autres non-
radicalaires tel que le peroxyde d’hydrogene (H,0,). Les radicaux libres sont des molécules
hautement réactives possédant un ou plusieurs électrons non appariés tels que 1’anion
superoxyde (02"), le radical hydroxyle (OH’) et 'oxygéne singlet I''0O, (Wiseman and
Halliwell, 1996). Ces molécules se lient rapidement aux molécules non radicalaires a

proximité résultant généralement en la formation de nouveaux radicaux.

Les ERO sont principalement formés lors de 1’oxydation des lipides par le cycle de Krebs et
lors de la chaine de transport mitochondriale d’électrons qui a pour but de produire de
I’énergie. Les radicaux libres sont formés suite a 1’oxydation des glucides, la glycation non
enzymatique des protéines et leur subséquente dégradation. La présence d’une faible
concentration d’ERO est importante pour le maintien d’un statut redox cellulaire normal, les

fonctions tissulaires et les processus de signalisation intracellulaire.

Par contre, une production excessive de ERO endommage les lipides (peroxydation des
lipides), les protéines et I’ADN compromettant les fonctions cellulaires (Yu, 1994). De I’autre
coté de la balance, plusieurs processus de défense contre les ERO existent de manicre a
contrer leurs effets néfastes sur les fonctions cellulaires. La premiere ligne de défense est leur
captation par des systeémes non enzymatiques tels que les vitamines C et E, les caroténoides,
les polyphénols et le glutathion réduit, et plusieurs enzymes dont les plus importantes sont les
enzymes superoxyde dismutases (SOD), la glutathion peroxydase, la catalase et les

peroxiredoxines (Figure 17).
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Systemes non enzvmatiques (vit. C & E, carotenoides, polyphénols, GSH)
Enzymes (SOD, GPx, catalase, peroxiredoxines)

Protéines de choc thermique

Glveosylases d ADN

/

Molécules antioxvdantes

_—/ = Stress oxydant
(T production nette
d’oxydants)

Molécules oxydantes

/

ERO : - radicaux libres ( 0,".0H", '0,...)
- peroxydes (H.O,, ...)

Figure 17 : Composantes de la balance entre les molécules anti- et pro-oxydantes.

GPX : glutathion peroxydase. GSH : glutathion réduit, H,O, : peroxyde d’hydrogéne, O, :
anion superoxyde, OH' : radical hydroxyl, '0,: oxygene singlet, SOD : superoxyde dismutase

3. 2. Classification des marqueurs

La mise en évidence du phénomene de stress oxydant cellulaire constitue un défi pour le
scientifique dans la mesure ou les ERO sont des especes a tres courte durée de vie. Le
marqueur ‘’idéal’’ serait a la fois sensible (montrer une variation a chaque période de stress
oxydant), spécifique (ne pas étre influencé par d’autres phénomenes comme le métabolisme,
I’alimentation, le cycle cellulaire etc.), facilement détectable, stable dans le temps, et

reproductible (Powers and Jackson 2008).

Aucun des marqueurs ne posséde toutes ces caractéristiques, ¢’est pourquoi les scientifiques
utilisent fréquemment une combinaison de marqueurs. A ’instar d’une recherche d’agent
pathogene, on peut faire une premiere dichotomie entre les marqueurs directs, autrement dit

les ERO, et les marqueurs indirects, révélant une trace de leur passage. Les marqueurs
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indirects sont représentés soit par les produits d’oxydation des ERO, soit par la réserve
d’antioxydants de la cellule (Jenkins, 2000 ; McMichael, 2007; Powers and Jackson, 2008)
(Tableau 1).

Tableau 1 : Classification des principaux marqueurs de stress oxydant.
D’apres Powers and Jackson (2008).

Marqueurs directs Marqueurs indirects: Marqueurs indirects:
produits d’oxydation antioxydants
o 0" o Lipoperoxydation: Fluidité o Ascorbate (vit C)
o membranaire (par RPE + sonde), o a-Tocophérol (vit E)
> HO
MDA, Isoprostanes, Alcanes > SOD, GPX, CAT
° H202 expirés. o PON1
> NOY o Oxydation de I’ADN: 80OH-dG o Capacité antioxydante
) > Oxydation des protéines: totale
° Etc carbonyles protéiques
> Modification du statut rédox:
rapport GSH/GSSG

3. 3. Différentes formes des radicaux libres

Sous ses formes hyperactives appelées « radicaux libres », I’oxygene peut devenir un
redoutable toxique. Il serait méme 1’'une des causes majeures du vieillissement cellulaire
favorisé par un déséquilibre entre la production des radicaux libres de I’oxygene et la capacité
de défense antioxydante de I’organisme. On parle alors de stress oxydatif ou encore de stress

oxydant (Sies, 1997).

Un radical libre est une substance chimique qui posseéde un électron non apparié, ce qui lui
confere une grande instabilité et une forte réactivité. Les radicaux libres les plus courants sont
le radical superoxyde (O,*), le radical hydroxyle (OH’) et le monoxyde d’azote (NO). La
production des radicaux libres de I’oxygeéne est physiologique et nécessaire a de nombreux
métabolismes. Seul leur exces devient néfaste d’autant que s’y ajoutent-les radicaux libres

d’origine exogene liés a I’environnement (rayonnement UV, ozone...) (Cossu et al. 1997).
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Les radicaux libres en particulier les radicaux hydroxyles, sont susceptibles d’interagir au
niveau des doubles liaisons C=C avec les chaines d’acides gras polyinsaturés qui constituent
le double feuillet phospholipidique des membranes (Bonnefont-Rousselot, 1994). Ils
entrainent alors la peroxydation des acides gras polyinsaturés (Gutteridge et Halliwell, 1990)
provoquant une désorganisation membranaire (perturbation des propriétés physicochimiques
des membranes, des communications intercellulaires et du fonctionnement des enzymes
membranaires) pouvant aboutir a la lyse cellulaire. Les hydroperoxydes lipidiques formés
sont dégradés principalement en malonedialdéhyde (MDA) (Chaudhary et al. 1996) et 4-
hydroxynonénal (4-HNE) (Chen et Chung, 1996) qui réagissent de maniere covalente avec les

protéines et les inactivent (Figure 18).

peroxyde d’hydrogeéne

\réacrz'an de Fanton
réaction d Haber- Wai: s ; 5 i
/ Tﬂdit?ﬂl hydmx}'le
/

anion superoxyde

Activation des cascades
des kinases

eroxydation
lipidique

Oxydation des Oxydation de
protéines IPADN

Figure 18 : Schéma des différentes formes d’ERO
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3. 4. Sources cellulaires des radicaux libres

Dans I’organisme il y a de nombreuses sources d’ERO dont I’importance varie selon les
tissus. La réaction de Fenton produit des ERO dans la cellule. Les autres sources cellulaires de

ERO sont enzymatiques et non enzymatiques (Droge, 2002).

3. 4. 1. L auto-oxydation de petites molécules

L'auto-oxydation de molécules telles que la dopamine, 1'adrénaline, les flavines et les
hydroquinones est une importante source de ERO. Le produit direct de ces auto-oxydations
est souvent 1’anion superoxyde (O27). L’impact de ces auto-oxydations sur la régulation du

stress oxydant n’est pas encore clairement défini.
3. 4. 2. La xanthine oxydase

La xanthine oxydase est une enzyme soluble qui génere des ERO en réduisant I’hypoxanthine
en xanthine et la xanthine en acide urique (Harrison, 2002). Cette enzyme est présente dans le
sang, les cellules endothéliales des capillaires et de fagons tres importante dans le foie et les
intestins. La localisation cellulaire de la xanthine oxydase est principalement cytoplasmique.
La production d’ERO par la xanthine oxydase est faible en condition basale, mais jouerait un

role important lors de 1’ischémie-reperfusion.

Xanthine oxydase

Xanthine + 20, + H,O — Acide urique + 20, + 2H"

3. 4. 3. La NADPH oxydase

C’est une oxydase liée a la membrane plasmique. Elle joue un rdle fondamental dans la
réponse immunitaire et plus précisément dans la lutte contre les micro-organismes. En effet,
lors de la phagocytose, cette enzyme présente dans la membrane plasmique des phagocytes,
catalyse la formation d'O2". Il existe aussi une NADPH oxydase dans des cellules non

phagocytaires dont le rdle serait de réguler la croissance cellulaire (Krause, 2004)

NADPH oxydase

20,+ NADPH — 20," + NADP" + H*
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3. 4. 4. Le réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique (RE) lisse contient des enzymes qui catalysent une série de
réactions pour détoxifier les molécules liposolubles et d'autres produits métaboliques
toxiques. La plus connue de ces enzymes est le cytochrome P450 qui oxyde les acides gras

insaturés et les xénobiotiques, produisant ainsi des ERO.

D’un autre coté dans des conditions de stress du RE, la correction des protéines mal repliées,
phénomene dépendant du calcium, par les médiateurs de UPR (Unfolded Protein Response)
peut générer des ERO qui sont dus (i) 2 la forte libération de Ca** du RE vers le cytosol pour
étre utilisé lors de la signalisation cellulaire (Deniaud et al., 2008) (ii) et a la protéine
disulfure isomérase (PDI) qui est impliquée dans la réduction et le réarrangement de ponts

disulfures incorrects.

Lors du processus de réparation des protéines endommagées, cette protéine est réduite ce qui
nécessite  l'intervention d’une autre protéine ERO1 (Endoplasmic Reticulum
Oxidoreductionl) qui permet sa ré-oxydation, transfere les €lectrons directement a I’oxygene
et produit ainsi des ERO (Uehara et al., 2006). De plus, une accumulation des protéines
endommagées dans le RE peut entrainer une activation des médiateurs de UPR qui a leur tour
activent le facteur de transcription pro-inflammatoire NF-xB via phosphorylation des
protéines kinases telles que JNK, MAPK et Akt et via la production des ERO (Jiang et al.,
2003; Kitamura, 2011; Zhang and Kaufman, 2008).

3. 4. 5. Les peroxysomes

Les peroxysomes sont une importante source de production d'H,O, cellulaire. Toutefois,
I'H,O; est utilis€ comme substrat de la catalase peroxysomale (enzyme antioxydante) afin de
réaliser des réactions de peroxydation d'autres substrats. Ces réactions sont importantes dans
le processus de détoxification présent dans le foie et le rein. Seule une faible quantité d'H,O,

produit au niveau du peroxysome pourrait échapper a la catalase.
3. 4. 6. La mitochondrie

Voir partie 2 des données bibliographiques
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3. 5. Les défenses cellulaires contre le stress oxydant

Compte tenu de la toxicité des ERO I’organisme dispose de systémes de défense, regroupés
sous le terme d’antioxydants. Un antioxydant correspond a une substance qui peut, a faible
concentration comparée aux substrats oxydables, supprimer ou empécher 1’oxydation de ceux-
ci (Gutteridge and Halliwell, 1990). Les stratégies de défense vis-a-vis du stress oxydant sont

variées (Figure 19).

On distingue classiquement 2 catégories d’antioxydants : les antioxydants primaires, qui sont
pour la plupart des enzymes, vont limiter la production des especes réactives de 1’oxygene
(ERO) et les antioxydants secondaires, qui peuvent étre des substances lipo- ou
hydrosolubles, vont piéger les ERO sous une forme peu réactive (Zielinski and Portner,

2000).

Slralegie 3 Slralipie 4
protesey Bparer
_ Radicaus e m o
0", WO, et b4 W
0, | 0 Attaque Dommages
biomolecules " oxydatifs

i, ADL", e

Especes réactives
~ non radicalaires

Uy By HURD, b, et

Gtratege ]

Figure 19 : Stratégies de lutte des antioxydants contre les causes et les conséquences du stress
oxydant. D’apres Grandjean (2005)

Stratégiel : piéger les radicaux libres: Superoxyde dismmutase (SOD), acide urique,
bilirubine, Vit E, Vit C...
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Stratégie2 : inactiver les especes réactives/chélater les métaux : Glutathion peroxydase
(GPX), Catalase (CAT), bilirubine, acide alpha-lipoique, protéines de transport...

Stratégie3 : protéger les biomolécules : ubiquinone (CoQ10), Vit E, caroténoides
Stratégie4 : réparer les dommages oxydatifs : Serum paraoxonase/arylesterase 1(PON1)

Stratégie5 : recycler ou renforcer d’autres antioxydants : ubiquinone (CoQ10), Vit E, métaux

3. 5. 1. Les systemes antioxydants enzymatiques

Les systemes de défense contre le stress oxydatif ont pour réle d’inhiber 1’oxydation d’un
substrat. Les antioxydants primaires, qui sont pour la plupart des enzymes, vont limiter la
production des especes réactives de 1’oxygene (ERO) et les antioxydants secondaires, qui
peuvent étre des substances lipo- ou hydrosolubles, vont piéger les ERO sous une forme peu

réactive (Zielinski and Portner, 2000). Parmi les enzymes antioxydantes on peut citer :

a. La superoxyde dismutase (SOD)

La SOD est une enzyme antioxydante primaire essentielle qui réagit en défense de
I’organisme contre les produits toxiques du métabolisme cellulaire. Elle catalyse la
dismutation de 1’anion superoxyde (O,") en peroxyde d’hydrogeéne (H,O,). La SOD existe
sous trois isoformes qui se différencient par leur localisation cellulaire et par leur cofacteur
métallique : une forme cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD),
une forme mitochondriale associée au manganese (Mn-SOD) et une forme extracellulaire
(EC-SOD). 1l a été montré que la Cu/Zn-SOD était également présente dans |’espace

intermembranaire (Okado-Matsumoto and Fridovich, 2001; Sturtz et al., 2001).

SOD
20, +2H" — H,0, + O, (Mandelker 2008)

b. Glutathion peroxydase (GPX) et reductase (GR)

La glutathion peroxydase (GPX) catalyse la réaction de transformation des peroxydes
d’hydrogene H,O; et lipidiques ROOH respectivement en eau et alcool ROH. Cette réaction
met en jeu une molécule antioxydante non enzymatique, le glutathion, sous sa forme réduite

GSH. En fait la forme réduite du glutathion (GSH) est le régulateur majeur du redox
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intracellulaire et se trouve en abondance dans les cellules, ses concentrations pouvant

atteindre 10 mM (Meister and Anderson, 1983).

Le glutathion agit comme un capteur direct des radicaux libres, un co-substrat pour I’activité
enzymatique de la glutathion peroxydase, co-facteur de plusieurs autres enzymes, et forme
des conjugués dans des réactions d’endo- et de xénobiotiques (Gregus et al., 1996). En réalité
2 molécules de GSH sont nécessaires et formeront la forme oxydée du glutathion a savoir le

glutathion disulfide GSSG.

GPX
H,0, + 2 GSH — 2 H,O + GSSG (Powers and Jackson 2008)
GPX
ROOH+2GSH — ROH +H,0 + GSSG (Powers and Jackson 2008)

La glutathion réductase (GR), quant a elle, a pour role de régénérer le GSH a partir du GSSG
grace au NADPH qui est utilis€ comme donneur d’électrons. En effet, la concentration
cellulaire en glutathion étant limitée, il est nécessaire de le réduire constamment pour que la
GPX maintienne sa fonction. Ces deux enzymes sont présentes dans le cytosol et dans les

mitochondries.

GR
GSSG + NADPH + H* — 2 GSH + NADP" (Powers and Jackson 2008)

c. La catalase (CAT)

La catalase se trouve dans les peroxysomes essentiellement. Elle assure la transformation en
eau et dioxygene du peroxyde d’hydrogéne H,0O,, pour lequel elle a une moins forte affinité
que la GPX. Cette enzyme est abondante dans le foie et les globules rouges. Elle se retrouve

préférentiellement dans les peroxysomes et en plus faible quantité dans le cytosol.

Cat
2 H,O, — 2 H,O + O, (Powers and Jackson 2008)
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3. 5. 2. Les systemes antioxydants non enzymatiques

Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plupart de ces composants ne sont pas
synthétisés par I’organisme et doivent étre apportés par I’alimentation. Dans cette catégorie
d’antioxydant nous retrouvons les oligoéléments, la glutathion réduit (GSH), [’ubiquinone, le

cytrochrome c et les vitamines E et C.

a. Les oligoéléments

Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganese (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe) sont des
métaux essentiels dans la défense contre le stress oxydant. Toutes les enzymes antioxydantes
requierent un cofacteur pour maintenir leur activité catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale
a besoin de manganese, la SOD cytosolique de cuivre et de zinc, la catalase de fer et la GPX
de sélénium. Cependant, certains oligoéléments, notamment le fer, lorsqu'ils sont en exces
dans l'organisme et sous leur forme réduite, peuvent avoir une action prooxydante (réaction de

Fenton, d'Haber-Weiss).

b. Les caroténoides

Ils sont majoritairement représentés par le B-caroténe, appelé aussi « provitamine A ». Du fait
de leur faible concentration dans 1’organisme, leurs roles antioxydants sont considérés comme
faibles, mais complémentaires des systémes principaux évoqués plus haut. Le B-caroténe

désactive I’oxygéne singlet 1’O,, et piege les radicaux peroxydes ROO" (Krinsky, 1989).

c¢. Le glutathion

Le glutathion (GSH) est un tripeptide permettant la réduction des peroxydes cellulaires grace
a la réaction catalysée par la glutathion peroxydase (GPX). Le GSH intervient également dans
le cycle de régénération de 2 vitamines antioxydantes : la vitamine E et la vitamine C (Powers
and Jackson 2008).

Le rapport entre la forme réduite du glutathion GSH et la forme oxydée GSSG permet de
caractériser le statut redox de la cellule et constitue aussi un bon marqueur du stress oxydant
car plus le flux d'H,O; est important, plus le glutathion réduit est consommé et le glutathion

oxydé augmenté (Ji et al., 1992).
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d. Les ubiquinones et cytochrome ¢

Le coenzyme Q10 ou ubiquinol est un transporteur d’électrons présent dans la chaine
oxydative mitochondriale, dans les membranes cellulaires, dans le plasma et dans les
lipoprotéines. Il est capable de donner des électrons et permet a ce titre une protection des
membranes contre la lipoperoxydation (Powers and Jackson 2008). 11 assure également un
recyclage de la vitamine E, par réduction de la forme oxydée ce qui amplifie son role
protecteur contre les ROS (Ernster and Forsmark-Andree, 1993).

Le cytochrome ¢ présent dans I'espace intermembranaire a un role de détoxification en captant
1'électron libre d’O," produit au niveau de la chaine respiratoire. Ainsi réduit, il céde cet

électron au complexe IV formant du cytochrome ¢ oxydé et de I'H,O (Skulachev, 1998).

e. Les vitamines E et C

La vitamine E est le nom commun utilisé pour toutes les molécules possédant des activités
biologiques identiques a celles de la famille des tocophérols. La forme naturelle de la
vitamine E inclut quatre tocophérols isomeres a, B, v, 8, avec une activité antioxydante
variable. L’a-tocophérol est la forme la plus active de la classe des tocophérols. Sa structure
moléculaire comporte une extrémité hydrophile et une extrémité hydrophobe. Il est admis que
les radicaux tocophéryles sont régénérés par l'acide ascorbique et que, sans cette synergie, les

tocophérols sont inactifs (Carr et al., 2000).

La vitamine E (a-tocophérol) est fixée aux membranes et stoppe la chaine de réactions de
peroxydation des lipides en captant un radical lipidique peroxyle (LOO"). L a vitamine E
devient alors a son tour un radical, moins réactif que le LOO", qui pourra étre pris en charge

par une molécule antioxydante (Khalil, 2002).

La vitamine C est cofacteur de nombreuses enzymes. Elle peut capter directement 1’O2" et
I’OH’. Cette vitamine permet de piéger différentes ERO, et aussi de régénérer la vitamine E

(Powers and Jackson 2008).
f. Acide a-lipoique

L’acide a-lipoique est un cofacteur d’un complexe enzymatique qui participe au cycle de
Krebs : le complexe a-cétoglutarate déshydrogénase. Il agit de différentes manieres comme

antioxydant : il piege certaines ERO telles que ’oxygéne singlet 'O,, le radical hydroxyle
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HO', et I’acide hypochloreux HCIO ; il chélate certains métaux de transition; et il participe au
recyclage d’autres antioxydants- la vitamine C et/ou la vitamine E. Il pourrait également
augmenter la concentration en glutathion en favorisant la régénération du GSSG (Packer et

al., 1995).
g. Métaux de transition et protéines de transport

Certains métaux de transition servent de cofacteurs d’enzymes antioxydantes, et sont a ce titre
regroupés au sein des antioxydants :

- Zinc, Manganese, Cuivre pour la SOD ;

-Sélénium pour la GPX, la thioredoxine réductase.

Par contre certains métaux sous forme libre pourraient étre responsables d’une aggravation du
stress oxydant; c’est le cas en particulier du Fer et du Cuivre. C’est pourquoi leurs protéines
de transport, qui les chélatent, sont souvent considérées comme des antioxydants :
-Transferrine et ferritine pour le Fer;

-Transcupréines c’est-a-dire céruléoplasmine et albumine pour le Cuivre.

3. 6. Les conséquences du stress oxydant

Les dommages induits par les ERO sont : une peroxydation des lipides, une oxydation des
protéines, des mutations de I'ADN. Ces altérations peuvent conduire a des pertes de fonction
et d'intégrité, voire a la mort cellulaire notamment par l'intermédiaire de 1'apoptose (mort
cellulaire programmée). Les ERO initient également 'apoptose en activant l'ouverture du pore

de transition de perméabilité (PTP).

3. 6. 1. La peroxydation lipidique

Les premieres cibles des ERO sont les lipides, notamment ceux présents dans les membranes
cellulaires et subcellulaires. Les membranes riches en acides gras polyinsaturés (AGPI) sont
tres sensibles a l'oxydation en raison de leur degré élevé d'insaturation (Hulbertl, 2005 ;
Pamplona et al., 2000). L'oxydation des lipides génere des peroxydes lipidiques qui sont eux-
mémes tres réactifs. La peroxydation de lipides induit une diminution de la fluidité, de la
perméabilité et de 1'excitabilité des membranes (Hong et al, 2004). Des lors la perméabilité au
calcium augmentée, la fixation aux récepteurs altérée. Tout ceci peut conduire a 1’apoptose si

les dégats sont importants (McMichael, 2007).
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Elle fournit également une grande variété de produits qui peuvent réagir avec les protéines et
I'ADN (Marnett, 1999). Parmi les produits formés lors de la peroxydation lipidique,
l'isoprostane, le malondialdéhyde (MDA), le acides thiobarbiturique (TBARS) et le 4-
hydroxynonenal (4- HNE) sont étudiés comme marqueurs de la peroxydation lipidique.
Cependant, le 4-HNE peut activer directement le découplage mitochondrial par action directe
sur les UCP et pourrait ainsi réduire la production mitochondriale d’ERO (Echtay et al, 2003).

Ce mécanisme pourrait étre un moyen de réguler la production d’ERO.

3. 6. 2. Oxydation des protéines

De facon comparable a 1'oxydation des lipides, les protéines sont aussi susceptibles d'étre
oxydées par les ERO. Cette oxydation provoque l'introduction d'un groupe carbonyl dans la
protéine (Levine, 2002). Ces réactions d'oxydation, fréquemment influencées par les cations
métalliques comme le Cu®* et le Fe**, peuvent étre classées en deux catégories : 1°) celles qui
cassent les liaisons peptidiques et modifient la chalne protéique, 2°) les modifications des

peptides par 1'addition de produits issus de la peroxydation lipidique.

Les ERO provoquent aussi une dénaturation des protéines : altération des groupements thiols,
formation de ponts disulfures, accentuation du caractére hydrophobe d’ou agrégation des
protéines qui les rend plus résistantes a la protéolyse physiologique (Grandjean, 2005). Cela
concerne en particulier les enzymes cytosoliques et les protéines de transport qui perdent leurs

fonctionnalités a la suite de ces modifications déléteres.
3. 6. 3. Dommage de ’ADN

Il existe, au sein de la cellule, deux «types» d’ADN: I’ADN nucléaire et I’ADN
mitochondrial. Ce dernier est la cible privilégiée des oxydations par les ERO du fait de son
potentiel de séparation plus faible que celui de I’ADN nucléaire et de sa proximité directe de
I’une des principales sources d’ERO cellulaire : la chaine respiratoire mitochondriale. Ainsi le

taux de bases oxydées serait 2 a 3 fois supérieur dans I’ADNmt par rapport a I’ADNn.

En effet, le génome mitochondrial présente une susceptibilité au stress oxydant qui est 10 fois
supérieure a celle du génome nucléaire (Richter et al., 1988). Les mécanismes explicatifs
proposés sont : 1°) l'absence d'histones protectrices autour de I’ADN mitochondrial, 2°) sa

localisation proche de la membrane interne, 3°) des mécanismes de réparations frustres, et 4°)
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une structure circulaire sans introns augmentant statistiquement le risque de mutations

pathogenes (Ames et al., 1993; Cortopassi et al., 1992).

Selon (Grandjean, 2005) les altérations de ’ADN sont essentiellement causées par le radical

hydroxyl HO® et sont de différents types :

e modification de base azotée, en particulier la guanine qui peut étre transformée en 8-
hydroxy-2’-deoxyguanine ou encore la thymine en thymine glycol. Cela entraine un
non-appariement des bases, ou un mauvais appariement, ou encore un blocage de la

réplication de I’ADN,

e destruction de la liaison entre la base et le désoxyribose, a 1’origine d’un site

dépourvu de base ou « abasique », qui s’avere étre non fonctionnel,
e destruction du désoxyribose, responsable d’une cassure de brin, 1étale pour la cellule.

e formation de pontages avec des protéines, ou avec des dérivés d’oxydation lipidique

(tel que le MDA).

Les réactions d’oxydations de I’ADN créent un grand nombre de dommages de ’ADN

3. 6. 4. Activation du pore de transition de perméabilité mitochondriale (mPTP)

Bien que la nature moléculaire du pore de transition de perméabilité (PTP) reste encore a ce
jour inconnue, il apparait que le PTP est un complexe multiprotéique avec de nombreuses
protéines candidates dont le VDAC (Voltage Dependent Anion Channel), ' ANT (Adenine
Nucleotide Translocator), la cyclophiline D (Green and Reed, 1998; Zamzami et al., 1997), le
complexe I (Fontaine and Bernardi, 1999) (figure20). La ciclosporine A, inhibiteur de
référence du PTP, retarde le processus d’apoptose (Fontaine et al., 1998) confirmant le rdle
clé du PTP dans la mort cellulaire. Succinctement, 1’ouverture du PTP provoque un
gonflement mitochondrial résultant de l'entrée dans la matrice de composés osmotiquement

actifs.

Suite a ce gonflement, la membrane externe peut se rompre et entrainer la sortie de molécules
pro-apoptotiques (cytochrome c¢, AIF (Apoptose Inducting Factor). Le cytochrome c alors
relargué intéragit avec Apaf-1 (Apoptosis Activating Factor-1) et la pro-caspase 9, ce qui a
pour conséquence l'activation de la cascade des caspases déclenchant 1'apoptose (Green and

Reed, 1998).
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L'ouverture du PTP est tres finement régulée. Le calcium matriciel apparait comme étant son
inducteur le plus puissant, nécessaire et suffisant (Bernardi, 1999). Les ERO agissent
directement sur l'ouverture du PTP, pore qui intervient dans le processus d'apoptose (Chen et

al., 2003; Skulachev, 1996).

Selon l'équipe de Vercesi, l'ouverture du PTP induit par les ERO serait consécutive a
I'oxydation d'un groupement thiol constituant ce pore (Kowaltowski et al., 2001; Vercesi et
al., 1997). 1l se peut également que ce pore s’ouvre de facons transitoires conduisant a la
diffusion d’ions de petite taille, tels ca®* dépendant du pH et déclenchant la fermeture du pore.
Cette situation protegerait les cellules d’une 1ésion irréversible en évitant le gonflement et la

libération dans le cytosol de facon pro-apoptotiques tels que le cytochrome c.

OMM

IMS
IMM
Matrix

4.......‘....’

Figure 20 : Structure du mPTP.

I1 est formé par le complexe VDAC-ANT-CypD. L’héxokinase II (hkII), la créatinine kinase
mitochondriale (CK), le récepteur a la benzodiazépine (PBR) et la famille Bcl-2, Bel-x1, Bax

sont considérés comme des éléments régulateurs de ce complexe (Zorov et al., 2009).
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1. Nanoparticules étudiées

La synthese des nanoparticules de ferrites type spinelle a taille et morphologie contrdlées
constitue un défi pour un grand nombre d’équipes de recherche. L’hydrolyse forcée en milieu
polyol est une méthode de synthese relativement récente et s’avere intéressante du fait qu’elle
permet d’élaborer avec succes des nanoparticules de métaux et des oxydes notamment des
ferrites bien cristallisées, quasi-mono disperses et de taille controlée (Beji et al., 2006 ; Ben
Tahar et al., 2008 ; Dakhlaoui et al., 2010). Les nanoparticules d’oxydes de fer (magnétite :
Fe;04) de notre étude ont été synthétisées par le Laboratoire de Syntheése et Structures de
Nanomatériaux (UR11ES30, Faculté des Sciences de Bizerte, Tunisie). Elles sont obtenues

par la méthode polyol.
1. 1. Synthese de Fe304 par la méthode polyol

Le protocole des préparions chimiques en milieu polyol dont le montage expérimental est

donné dans la figure 21 consiste a :

- mélanger dans un ballon tricol 0,025 mole l'acétate de fer (II) (Fe(CH3CO2)2, Acros

Organics 95 %) comme précurseur du fer avec 62,5 ml de diéthylene glycol (DEG), (C4H 003,
Acros Organics 99 %).

- Ajouter un volume variable d'eau distillée afin de fixer le paramétre taux d’hydrolyse /# (h =

npoo/(NEe3y)) a une valeur bien déterminée.

N

- chauffer le mélange obtenu a reflux a une température inférieure a 245°C (température

d’ébullition de solvant, DEG) pendant 3h.

- récupérer le précipité formé par ultrason et centrifugation 8000 tr/min pendant 20 min.
- laver le précipité a I'éthanol puis a I’acétone.

- sécher le précipité dans I'étuve a 60 °C.

A cause de la présence de Fe?* dans leur structure, les nanoparticules sont trés sensibles a
I’oxydation. Il est donc important que pendant leur synthése et leur stockage, des conditions
anaérobiques strictes soient respectées. Toutes ces nanoparticules se présentent sous forme de

nanopoudre de couleur noir (Figure 22).
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Colonne réfrigérée ————

Ballon tricol

Polyol = précurceurs
-~ eau

Support élévateur —

Figure 21 : Schéma du montage a reflux pour la syntheése par la méthode polyol.

Magn

Figure 22 : Photo prise sur la poudre des nanoparticules magnétite (Mgn)
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1. 2. Préparation des suspensions de nanoparticules

Les suspensions de nanoparticules sont initialement préparées dans une solution de chlorure
de sodium stérile 9%o. La dispersion des nanoparticules est réalisée par sonication qui est une
technique mettant en ceuvre des ultrasons. Ces derniers permettent de casser les interactions
intermoléculaires et donc d’obtenir des nanoparticules moins agglomérées voir moins
agrégées si la surface de liaison entre deux particules est faible (Sauter et al., 2008; Mandzy et
al., 2005). Ainsi plus le temps de sonication est long plus les intéractions intermoléculaires

sont cassées et meilleure est la dispersion (Gun’ko et al., 2001).

1. 2. 1. Préparation des suspensions de nanoparticules pour le protocole d’étude
du stress oxydant

Les concentrations préparées des nanoparticules Fe3;O4 pour 1’étude in vivo sur le systéme
antioxydant sont 20 mg/kg et 40 mg/kg (Ma et al., 2012 ; Zhu et al., 2008). Les nanoparticules

sont soniquées pendant 1h.

1.2.2. Préparation des suspensions de nanoparticules pour le protocole d‘étude
la respiration mitochondriale

Les concentrations préparées des nanoparticules Fe;O4 pour 1’étude in vitro sur la respiration
mitochondriale sont 100, 200, 250, 300, 350 et 500 pg/ml (Hussain et al., 2005; Jeng and

Swanson, 2006). Les nanoparticules sont soniquées pendant 1h.

Pour obtenir de 1’oxyde de fer sous sa forme non particulaire ¢’est-a-dire une solution d’ions
Fe’*, une certaine quantité de nanoparticules a été dissoute dans un petit volume de Hcl

concentré sous un chauffage doux (Cornell et Schwertmann, 1996).

2. Tampons et produits

Tampon Na,CO3 /NaHCO3. 0,699g Na,COs, 0,285g NaHCO3, 200ml H,O, pH 10,2

Tampon phosphate (100mM): 2,878g KH,PO4, 2,697g K,HPO,, 0,558g EDTA, 250 ml H,O0,
pH7.,4

Tampon TBS: 7,88g Tris-HCI, 8,76g Nacl, 1000ml H,O, pH7

Tampon A: 7T0mM sucrose, 210mM mannitol, ImM EGTA dans 50 mM Tris/HCI, pH7,4
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Tampon B: 7T0mM sucrose, 210mM mannitol dans 50 mM Tris/HCI, pH7.,4

Tampon M: 100 mM de KCl, 50 mM Mops, | mM EGTA, 5 mM de Kpi, 1 mg/ml BSA.

3. Animaux

Les animaux utilisés dans D’étude réalisée in vivo sont des rats Wistar males qui
proviennent de la société des industries pharmaceutiques de Tunis (SIPHAT), Ben Arous,
Tunisie. Pour I’étude in vitro, les rats proviennent d’un centre d’élevage a Strasbourg, France.
Les animaux sont soumis a 12h de lumiere par 12h d’obscurité, avec eau et nourriture a

volonté.

4. Traitement des animaux

Dans le présent travail, deux types de modeles sont étudiés :

e Mode¢le d’étude in vivo: les rats sont répartis en 3 lots :

- Un lot de 30 rats traités avec 20 mg/kg de nanoparticules Fe3;O, : les rats recoivent une
seule dose de nanoparticules administrées par gavage. Apres 24h, 48h, 5j, 15 et 30j,

les rats sont sacrifiés par décapitation.

- Un lot de 30 rats traités avec 40 mg/kg de nanoparticules Fes;O, : les rats recoivent une
seule dose de nanoparticules administrées par gavage. Apres 24h, 48h, 5j, 15 et 30,

les rats sont sacrifiés par décapitation.

- Un lot de 30 rats témoins qui re¢oivent un volume équivalent de Nacl 9%o : les rats
recoivent une seule dose de Nacl administrées par gavage. Apres 24h, 48h, 5j, 15j et

30j, les rats sont sacrifiés par décapitation.

e Modele d’étude in vitro : les rats sont répartis en 3 lots. Les rats des 3 lots sont
installés dans une cage d’induction hermétique ventilée avec un mélange d’isoflurane
a 3% (AERRANE®, BAXTER S.A.S.) et d’oxygene. Apres induction anesthésique,
les animaux sont placés sur des plaques chauffantes (MINERVE®, Esternay, France)
a 35°C. La ventilation spontanée était maintenue au travers d’un masque délivrant
I’oxygéne a une concentration d’isoflurane de 1,5%. Le débit de gaz frais était

maintenu a 1 L/min.
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- Un lot de 12 rats 4gés de 2 mois : Plusieurs organes sont prélevés (cerveau, cceur, foie,
rein et poumon). Puis soumis a la technique d’isolation mitochondriale pour 1’étude de
la respiration mitochondriale. Chaque organe est trait€é avec les différentes

concentrations de nanoparticules (0, 100, 200, 300 et 500 pg Fe;04/ml)

- Un lot de 6 rats agés de 3 mois : Le foie est prélevé. Puis soumis a la technique
d’isolation mitochondriale pour I’étude de la respiration mitochondriale. Le foie est
traité avec les différentes concentrations de nanoparticules (0, 250, 300, et 350 pg

Fe304/ 1’1’11)

- Un lot de 6 rats agés de 18 mois : Le foie est prélevé. Puis soumis a la technique
d’isolation mitochondriale pour I’étude de la respiration mitochondriale. Le foie est
traité avec les différentes concentrations de nanoparticules (0, 250, 300, et 350

Fe304ug/ ml)

Les prélevements sanguins sont centrifugés a 3000xg pendant 15 min. Le plasma obtenu est
récupéré pour le dosage des transaminases et du lactate déshydrogénase. A chaque période de
traitement mentionnée auparavant, 400 mg de foie sont broyés en présence de 4 ml de tampon
TBS puis sont centrifugés a 9000 tr/min pendant 10 min. La fraction cytosolique S¢ est
ensuite récupérée. Une partie servira pour 1’estimation de la quantité des protéines et une autre
partie servira au dosage des différents parametres de stress oxydant. Une partie du foie est

prélevée et fixée avec I’azote pour la confection ultérieure des coupes histologiques.

5. Dosage des protéines

Selon la méthode de Lowry (1951), on introduit dans I’ordre 0,2 ml de Sg¢ dilué de foie, 2ml
du mélange réactionnel composé de Na,CO3 a 2%, CuSOy4 a 1% et tartrate double de Na et K
a 2% dans les proportions (50V/1V/1V) et 0,2 N de réactif de Folin. Apres agitation, les tubes
sont mis a I’obscurité a la température ambiante pendant 30 min. Mise en présence du milieu
avec le réactif de Folin, la présence de protéines et du Cu’, en milieu acide, entraine la
réduction du réactif de Folin en especes moléculaires réduites colorées en bleu. La densité
optique est déterminée a une d’onde de 750 nm contre un blanc contenant le tampon
d’homogénéisation préparé dans les mémes conditions que les échantillons et les étalons. La

quantité de protéines est calculée en mg/ml, a partir d’un courbe étalon réalisé avec

I’albumine bovine (BSA) dont la concentration varie de 25 a 250 pg/ml (Figure 25).
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Figure 23 : Courbe d’étalonnage des protéines dosées par la méthode de Lowry (1951)

6. Mesure des parametres du stress oxydant
6. 1. Dosage des activités des enzymes antioxydantes
6. 1. 1. La superoxyde dismutase (SOD)

a. Principe

Le superoxyde dismutase est une métalloprotéine qui catalyse la dismutation de l'anion
superoxyde en oxygene et en peroxyde d'hydrogene. Le dosage est réalisé avec 1’épinephrine.
L’auto-oxydation de 1’épinephrine est stable a pH acide mais elle est oxydée avec une
augmentation croissante du pH. Donc a pH 10,2, la superoxyde dismutase a agit comme un
inhibiteur puissant de 1’oxydation spontanée de I’épinephrine (Misra and Fridovich, 1972). En
mesurant le taux auquel la SOD diminue 1’auto-oxydation d’épinephrine, 1’activité spécifique

de SOD dans chaque échantillon peu étre calculée.

b. Mode opératoire

Pour un dosage spectro-photométrique, on introduit dans une cuve en polystyrene et dans
I’ordre qui suit 1960 pl de tampon Na,CO; /NaHCO; préalablement ajusté a pH 10,2, 10 ul
de catalase bovine et 10 pl de I’échantillon étudi¢ ensuite en ajoute 20 pl d’épinephrine.

Ensuite on note 1’absorbance mesurée a 480nm chaque minute pendant 5 min.
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c. Calcul de P’activité de la SOD

L’activité de la SOD est calculée selon la formule suivante :

SOD = Y/X

Y=[(DO moin/DO ¢chantition)-11/5 (utiliser les valeurs des DO a 5 min)
X= quantité de protéines dans 10uL de I’échantillon (mg/mL)

L’activité de la SOD est exprimée en Unité SOD/min/mg prot.

6. 1. 2. Glutathion peroxydase (GPX)

a. Principe

L’activité de la GSH-Px est mesurée par la technique de Flock et Gunzler (1984) modifiée
utilisant le H,O, comme substrat. La formation de GSH peut étre détectée indirectement grace
a ’ajout de I’acide 5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB). Le groupe sulthydryl (-SH) du
glutathion réagit spontanément avec le DTNB et forme un composé jaune, I’acide 5-thio-2-
nitrobenzoique (TNB).

La glutathion réductase catalyse la réaction suivante :

GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP

La formation de GSH peut étre détectée indirectement grace a I’ajout de 5,5 dithiobis(2-

acide nitrobenzoique) (DTNB) :

GSH + DTNB — GSTNB + TNB

Le TNB absorbe a 412 nm et permet de quantifier I’activité de la glutathion réductase. Ainsi,

pour chaque molécule de GSH formée, il y aura formation d’une molécule de TNB.
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b. Mode opératoire

Pour un dosage spectro-photométrique, on mélange 200ul de ’extrait S¢ du foie, 200ul
tampon phosphate (100mM), 200ul GSH (4mM) et 400 ul H,O, (SmM). On les incube
ensuite pendant 1 min a 37°C puis on ajoute 500 pul TCA 5% . Le mélange est ensuite
centrifugé pendant 5 min a 1500xg. 200ul du surnageant est récupéré et on lui ajoute 500 ul
de tampon phosphate et 500 ul DTNB. Ensuite on note 1’absorbance mesuré a 412 nm chaque

minute pendant 5 min.

c. Calcul de I’activité de la GPX

L’activité de la GPX est calculée selon la formule suivante :

GPX = Y/X

Y= [DO Bjanc - DO ¢chantition/6.22
X= quantité de protéines dans 200uL de I’échantillon (mg/ml)

L’activité de la GPX est exprimée en nmoles de GSH consommé/min/mg prot.

6. 1. 3. La catalase (CAT)

a. Principe

La catalase est une enzyme qui participe a la défense contre les dérivés toxiques de I’oxygene

en dégradant le peroxyde d'hydrogene (H,0;) en eau et en dioxygene suivant la réaction :

H,O, + H,0O, ----- Catalase ------ > 2H,0+ 0,

La disparition du peroxyde d'hydrogene peut €tre mesurée en spectrophotométrie.
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b. Mode opératoire

H,0, absorbe dans l'ultraviolet. La longueur d'onde traditionnellement utilisée pour doser
H,0, en spectrophotométrie est 240 nm (Aebi et al, 1984). En conséquence, toutes les

mesures seront réalisées dans des cuves en quartz. L'échantillon est mesuré contre le blanc.

Tableau 2 : Quantités des réactifs et conditions du dosage de 1’activité catalase

Blanc (ul) Echantillon (ul)
Tampon PO4 (50mM, pH=7) 2000 1950
H,0, (100mM) 1000 1000
So (mg prot/ml) 0 50

c. Calcul de P’activité de la catalase

L’activité de la catalase est exprimée en pmol de H,O, hydrolysées/min/mg protéine (Ul /mg
Pr):

ADOXVmrXL
eXLxXVextxX

X Fd

Activité catalase =

A DO : Variation de la densité optique par minute (A = 240nm)

Vmr : Volume du milieu réactionnel (3ml)

L : Longueur du trajet optique (1cm)

€ : Coefficient d’extinction molaire de la catalase (0,036 mmol'cm™)
Vext : Volume de I’extrait introduit dans I’échantillon réactionnel (0,1 ml)
X : Quantité des protéines en mg /ml

Fd : Facteur de dilution de 1’échantillon
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6. 1. 4. Mesure de la peroxydation lipidique (MDA)

Le malonedialdéhyde (MDA), produit terminal de la dégradation des lipides et dont la teneur
est en relation étroite avec les dégradations de la membrane céllulaire, permet de montrer
I’effet d’une pénétration d’un xénobiotique dans 1’organisme. Ce parametre constitue un
indicateur précoce d’une agression toxique et par conséquent il peut étre utilisé comme

biomarqueur du stress oxydant (Ladhar-Chaabouni et al. 2007 ; Funes et al., 2006).

a. Principe

Le MDA est dosé par la méthode colorimétrique en présence de 1’acide thiobarbiturique. La
réaction au TBA (Acide Thio Barbiturique) est une méthode tres sensible qui permet de
détecter de faibles quantités de peroxydes lipidiques et plus particuliecrement le MDA libre. La
détection du MDA présent dans les échantillons biologiques se base sur la réaction au cours
de laquelle, 2 molécules de TBA réagissent avec une molécule de MDA ce qui entraine la
formation d’un chromogene rouge dont I’absorption maximale est comprise entre 312 et 535
nm (Sunderman et al., 1985). L’intensit¢ de la coloration rouge augmente avec la
concentration en MDA. 1l faut noter que le complexe MDA-TBA n’est stable que pendant 3

heures a I’abri de la lumicre et a température ambiante.

b. Mode opératoire

Le mode opératoire est résumé au niveau du tableau 3 :
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Tableau 3 : Quantités des réactifs et conditions du dosage de la peroxydation lipidique

Blanc (ul) Echantillon (ul)
S¢ (mg prot/ml) 0 500
TBS 700 200
TCA-BHT 500 500

Vortexer et centrifuger a 1000 tr/min pendant 10 min

Tris-TBA 640 640
Surnageant 800 800
Hcl 160 160

Vortexer et incuber a 80°C pendant 10 min
Lecture de I’absorbance a 530nm

c. Calcul de la concentration de la MDA

L’absorbance est directement proportionnelle a la quantité de MDA formée donnant ainsi une

évaluation précise de lipides peroxydés.

__ Dox10°
T EXLXXXFd

C: Concentration de la MDA en nmol / mg de protéines

DO : Densité optique lue a 530 nm

€ : Coefficient d’extinction molaire du MDA (1,56 10° M'em™)
L : Longueur du trajet optique (1cm)

X : Quantité des protéines en mg /ml

Fd : Facteur de dilution (0,2083)
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6. 1. 5. Mesure des taux des sulfhydriles non protéiques

a. Principe

Le groupement sulfhydrile est composé d'un atome de soufre et d'un atome d'hydrogene reliés

au moyen d'une liaison simple : -S-H. Ce type de groupement est rencontré dans les thiols.

b. Mode opératoire

Le mode opératoire est résumé au niveau du tableau 4 :

Tableau 4 : Quantités des réactifs et conditions de mesure des taux des sulthydriles non
protéiques

Blanc (ul) Echantillon (ul)
S¢ (mg prot/ml) 0 200
TCA(5%)-Na,EDTA 700 500

Vortexer et centrifuger a 2000 g pendant 5 min

Tampon Phosphate 500 500
Surnageant 500 500
acide 2 nitrobenzoique 50 50

Vortexer et Lecture de I’absorbance a 410 nm apres 2 min

c. Calcul du taux des sulfhydriles non protéiques

_AXFd
=

C

C: Concentration en groupement SH (umol/g)

Fd : Facteur de dilution
€ : Coefficient d’extinction molaire (13,6 M'cm™)
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7. Détermination de I’activité plasmatique des transaminases hépatiques

7. 1. Mesure de ’activité de I’aspartate amino transférase (ASAT)

L’activité de ’ASAT est déterminée d’une fagon cinétique selon la réaction suivante :

ASAT
2 Oxoglutarate + L-Aspartate — Glutamate + Oxaloacetate

MDH
Oxoglutarate + NADH + H* — Malate + NAD"

MDH : Malate Déshydrogénase

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a
Iactivité de I’aspartate amino transférase dans 1’échantillon. Le dosage de I’ASAT a
¢té réalisé a 1’aide d’un kit spécifique Biomaghreb en suivant I’enchainement suivant :
Un volume de Iml de réactif de travail a ét€ mélangé a 100 pl de plasma puis incubé
pendant une minute a température ambiante ensuite la diminution de la densité optique
a été mesurée pendant 3 minutes a une longueur d’onde de 340 nm. La quantité

d’ASAT exprimé en UI/L est calculée selon la formule suivante :

ASAT =A DO /min X 1750

La préparation du Réactif de travail est résumée au niveau du tableau 5 :

Tableau 5 : Quantités des réactifs et conditions du dosage de 1’aspartate amino transférase

Réactif 1 (R1) Tampon Tris pH 7,8 4 30°C 80 mmol/l
Solution tampon L-aspartate 200 mmol/1
Réactif 2 (R2) NADH 0,18 mmol/l
Substrat LDH 800 U/1
MDH 600 U/1
Oxoglutarate 12 mmol/l

Reprendre le substrat R2 par 3 ml de tampon R1
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7. 2. Mesure de Pactivité de ’alanine amino transférase (ALAT)

L’activité de ’ALAT est déterminée d’une fagon cinétique selon la réaction suivante :

ALAT
2 Oxoglutarate + L-Alanine — Glutamate + Pyruvate

LDH
Pyruvate + NADH + H* — L-Lactate + NAD"

LDH : Lactate déshydrogénase

La diminution de ’absorbance due a la conversion du NADH en NAD" est proportionnelle a
Iactivité d’ALAT dans I’échantillon. Le dosage de I’ALAT a été réalisé¢ a 1’aide d’un kit
spécifique Biomaghreb en suivant I’enchainement suivant :

Un volume de 1ml de réactif de travail a été mélangé a 100 ul de plasma puis incubé pendant
une minute a température ambiante ensuite la diminution de la densité optique a été mesurée
pendant 3 minutes a une longueur d’onde de 340 nm. La quantité d’ALAT exprimé en UI/L

est calculée selon la formule suivante :

ALAT =A DO /min X 1750

La préparation du Réactif de travail est résumée au niveau du tableau 6 :

Tableau 6 : Quantités des réactifs et conditions du dosage de 1’alanine amino transférase

Réactif 1 (R1) Tampon Tris pH 7,5 100 mmol/I
Solution tampon L-Alanine 500 mmol/I
Réactif 2 (R2) NADH 0,18 mmol/l
Substrat LDH 1200 U1
Oxoglutarate 15 mmol/l

Reprendre le substrat R2 par le volume approprié de tampon R1
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8. Détermination de I’activité du lactate déshydrogénase (LDH)
a. Principe

Détermination cinétique de ’activité du lactate déshydrogénase. La mesure de son activité est

faite selon le schéma réactionnel suivant :

LDH
Pyruvate +NADH + H" <> L-Lactate + NAD"

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a I’activité

lactate déshydrogénase dans 1’échantillon.

b. Mode opératoire

Le mode opératoire est résumé au niveau du tableau 4 :

Tableau 7: Quantités des réactifs et conditions de mesure du lactate déshydrogénase

Réactif 1 Tampon Tris pH 7,2 80 mmol/l

Solution tampon L-Alanine 1,6 mmol/l
Nacl 200 mmol/l
NADH 0,2 mmol/l

Réactif 2

Coenzyme

Réactif de travail : reprendre le substrat R2 par le volume approprié de tampon R1

Réactif de travail 1ml

plasma 20ul

Meélanger et incuber pendant 1min
Mesurer la diminution de la densité optique par minute pendant 3min a 340nm
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c. Calcul de ’activité du lactate déshydrogénase

L’activité du lactate déshydrogénase est exprimée en UI/L et est calculée selon la formule

suivante :

LDH =A DO /min x 8095

9. Techniques histologiques

Les échantillons de foie préalablement conservés dans une solution de formol (10%) sont
prélevés puis mis dans des cassettes et introduits dans un automate pendant 24h pour
déshydrater les organes ensuite leur inclusion est réalis€ dans du paraffine sous forme de
cubes. Les cubes sont ensuite refroidis puis coupés a 1’aide d’un microtome. Les coupes sont
étalées et collées sur des lames avec un gel de gélatine a 2% puis séchées pendant une nuit
dans une étuve réglée a une température de 35 - 42°C. En ce qui concerne les étapes de
préparation et de réalisation des coupes histologiques, le tableau 8 résume les principales
étapes.

Tableau 8 : Les différentes étapes de préparation des coupes histologiques

Etapes Bains utilisés

1. Déparaffinage Deux bains de toluene

- Eau

- Alcool 100%
- Alcool 95%

- Alcool 50%

- Eau

2. Hydratation

- Hematoxyline (7-10 min)
. - Lavage eau
3. Coloration - Eosine (3-5 min)

- Lavage eau

- Alcool 50%
- Alcool 75%

4. Déshydratation - Alcool 95%
- Alcool 100%

- Toluéne (2 bains)
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La coloration des sections avec [’hématoxyline et 1’éosine (H&E) est employée
universellement pour 1’examen microscopique des tissus. Les sections colorées représentent
une précieuse ressource pour I’étude de la morphologie et de la structure du tissu. L’examen
microscopique des sections colorées facilite Dinterprétation de la pathologie, de

I’identification du tissu, de 1’étude de la composition du tissu.

10. Protocole d’étude de la respiration mitochondriale

10. 1. Préparation des mitochondries isolées

La technique d’isolation mitochondriale est identique que ce soit pour le foie, cceur, poumons,
les reins ou le cerveau. Elle est basée sur la fragmentation cellulaire en utilisant différentes
vitesses de centrifugation. Les organes prélevés sont trempés dans un tampon
d’homogénéisation (Tampon A). Trois lavages au Tampon A sont effectués. La quasi-totalité
des tissus prélevés sont nécessaires pour avoir suffisamment de mitochondries isolées afin

d’effectuer les études de la respiration mitochondriale.

Les tissus sont sectionnés de sorte a avoir des fragments trés fins, puis broyés au Potter
jusqu’a avoir un liquide homogeéne. L’homogénat est centrifugé a 1300 tour par minute,
pendant trois minutes, a 4°C. Les noyaux sédimentent dans le culot, les couches superficielles
contiennent les mitochondries, les lysosomes, les ribosomes, et d’autres constituants
cellulaires. Le surnageant est filtré et centrifugé a 10000 tours par minute, pendant dix
minutes, a 4°C. Le culot contient alors les mitochondries, le surnageant contient le reste. Les
mitochondries sont récupérées et rincées a trois reprises au tampon de survie (Tampon B) ;
200 pl de la solution finale sont conservés a 4°C pour les études de la respiration

mitochondriale.

10. 2. Exposition des mitochondries aux nanoparticules

Les nanoparticules d’oxyde de fer sont mélangées avec une solution de NaCl 9%o. Le mélange
est soumis a une ultrasonication pendant 60 min. La suspension des particules est vortexé a
chaque fois avant utilisation. 3ml de la solution M est mise sous agitation pendant 10 min au
niveau de chaque chambre oxygraphique pour oxygéner la solution. Les mitochondries
isolées sont mises avec du glutamate et du malate comme substrats. Puis incubées pendant 30

min avec différentes concentrations de nanoparticules.
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Les mitochondries des rats adultes sont isolées a partir de 0,3 mg de cerveau, cceur, foie, rein
et a partir de 0,5 mg de poumon puis incubées pendant 30 min en présence de différentes

concentrations de nanoparticules d’oxyde de fer (0, 100, 200, 300 and 500 pg/ml).

Les mitochondries des rats agés et jeunes sont isolées a partir de 0,3 mg de foie puis incubées
pendant 30 min en présence de différentes concentrations de nanoparticules d’oxyde de fer (0,

250, 300 et 350 pg/ml).

10. 3. Protocole d’étude de la chaine respiratoire mitochondriale

Les analyses se font dans des chambres oxygraphiques thermostatées reliées a un bain marie a
25°C pour les mitochondries isolées (Strathkelvin Instruments, Glasgow, Scotland). Pour
mesurer la décroissance de la concentration d’oxygene dans les chambres, des électrodes de
Clark sont utilisées, reliées a un logiciel qui analyse les variations de concentration en
oxygene (Oxygen 571®). Ceci va permettre de calculer la vitesse de consommation
d’oxygene pour les différentes chambres, qui constitue le reflet de 1’activité de la chaine de
respiration mitochondriale. Différents substrats sont injectés pour activer les différents

complexes de la chaine de respiration mitochondriale (Figure 24) :

- Initialement, les mitochondries isolées sont placées dans le Tampon M, contenant les
substrats qui vont générer du NADH, équivalent réducteur qui donne des électrons au
complexe I : glutamate (10 mM) et malate (2.5 mM). La consommation d’oxygeéne ainsi
mesurée correspond a 1’activité de base de la chaine de respiration mitochondriale au travers

des complexes I, Il et IV (VO).

- on injecte ensuite de I’ADP (2 mM), permettant une stimulation maximale de la chaine de
respiration mitochondriale a travers de ces complexes I, IIl et IV (Vmax). Le rapport
Vmax/V0 constitue I’ACR (acceptor control ratio) qui permet de quantifier le couplage

phosphorylation/oxydation et donc 1’efficacité de la phosphorylation oxydative.

- I’adjonction d’amital (0,02 mM) va bloquer le complexe I et entrainer un arrét du

fonctionnement de la chaine de respiration mitochondriale.

- ’adjonction de succinate (25 mM), substrat qui va générer du FADH, grace a la succinate
déshydrogénase, va permettre de stimuler la chalne respiratoire a partir du complexe II,

(activation des complexes II, III et IV (Vsucc).
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- ’adjonction du tmpd (0,5 mM) et de 1’ascorbate (0,5 mM) stimule 1’activité du complexe [V
a son maximum, ce qui permet son étude indépendamment du fonctionnement des autres
complexes (Vtmpd).

Toutes les vitesses sont exprimées en pmol O,/min/g de protéines.
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Figure 24: (A) Représentation schématique de la chaine respiratoire mitochondriale avec
substrats et des inhibiteurs spécifiques. CI: complexe I, CII: complexe II, CIII: complexe III,
CIV: complexe IV, tmpd : N, N, N’, N’-tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride, H :
proton. (B) Schéma d’un tracé oxygraphique de mitochondrie isolé montrant les mesures des
complexes de la chaine respiratoire mitochondriale en utilisant les substrats et les inhibiteurs
indiqués. GM : glutamate-malate, ADP: Adenosine diphosphate, Vmax: capacité maximale
oxidative (complexes I, III et IV activitiés), Vsucc (complexes II, III and IV activitiés),
Vtmpd (complexe IV activité).
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11. Calculs statistiques

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne accompagnée de sa erreur standard (+
SEM). Les comparaisons entre les groupes sont réalisées par une analyse de variance (One-
way ANOVA) complétée par un test de comparaison multiple (Test de Tukey). Une valeur de

P<0,05 est considérée comme significative.
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CHAPITRE I

Techniques de caractérisation des nanoparticules
d'oxyde de fer (Fe;0,)



CHAPITRE I

1. Objectifs

Le but de ce chapitre est de faire la caractérisation des nanoparticules d’oxyde de fer en ayant

recours a deux méthodes d’analyse :

e La diffraction des rayons X

e La microscopie électronique a transmission

2. Caractérisation par diffraction de rayons X (DRX) sur poudre

2+
La poudre de Magnétite obtenue pour un taux d’hydrolyse (h= nre” ) de 11 est identifiée par
nH,0
2

diffraction de rayons X (DRX) (Figure 25). Son diffractogramme montre la formation d’une
phase pure de ferrite de structure type spinelle. Le parametre de maille calculé a partir du pic
le plus intense (311) en appliquant la loi de Bragg est de 8,38 A et est tres proche de celui du

massif FeSO4 (8,387 A). Le diametre moyen est estimé par I’application de formule de

Scherrer (Scherrer, 1918) selon I’équation ( Eq. I ), en faisant une moyenne sur les différents

pics observés, est de 10 nm.

LDRX( hkl) = KA/(BcosO) (Eq. I)

* K : Facteur de forme : un facteur qui dépend de la morphologie des particules constituant

la poudre (K = 0,89 pour les particules sphériques).

* 4 : La longueur d’onde de la radiation utilisée (XC =1,78901 A).

*B=B b B E La largeur a mi-hauteur d’un pic observé (B . ) corrigé de la contribution
0Ds. mst. 0Ds.

instrumentale (B, t). B. t est déterminée a partir d’un échantillon massif standard
1mnst. mst.

(ne présentant aucun défaut structural comme Si, LaB6, Gd3Ga3012,. ).
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3. Caractérisation par microscopie électronique a transmission

Dans le but d’observer la morphologie et la taille de particules préparées 1’équipe « Synthese
et Structures de Nanomatériaux » s’est servis de la microscopie électronique a transmission

(MET). Les clichés MET des échantillons Fe3O4 et l'histogramme (Figure 26) montrent que

les particules sont sphériques, faiblement agglomérées, avec une taille nanométriques de

diametre moyen DMET de 9 nm. La taille mesurée par MET est en bon accord avec la taille

déterminée a partir de DRX (10 nm) renseignant sur 1’état monocristallin des nanoparticules

préparées.
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Figure 25 : Diffractogramme DRX sur poudre de nanoparticules Fe;O,4 superposé avec le
diffractogramme calculé (batonnets) du massif de Fe;Oy.
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(b)
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RURT AR N
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Figure 26 : Morphologie des nanoparticules Fe30,4 observées par MET (a) et histogramme

correspondant de tailles (b)

MET : Microscopie Electronique a Transmission

DRX : Diffraction de Rayons X

74



CHAPITRE 11

Toxicité hépatique aigue des nanoparticules d'oxyde de
fer in vivo sur le systeme antioxydant



CHAPITRE II

1. Objectifs

Le but de ce chapitre est de caractériser la capacité des nanoparticules d’oxyde de fer (Fe;0s,),
in vivo, a induire un stress oxydant chez des rats wistar et plus spécifiquement au niveau du

foie.

2. Role du stress oxydant dans la toxicité hépatique des nanoparticules Fe;O4

2. 1. Effet des nanoparticules d'oxyde de fer sur ’activité du superoxyde dismutase
(SOD)

Nos résultats montrent que l'activit¢ du superoxyde dismutase varie selon la dose de
nanoparticules Fe;O4 administrée et la durée apres exposition. En effet, 24h apres le gavage
des nanoparticules Fe;O4 avec la dose de 20 mg/kg, il y a diminution de I’activité de la SOD
qui devient significative apres 48h (0,1 + 0,03 U/min/mg protéine vs 0,5 = 0,09 U/min/mg
protéine chez le témoin; p<0,05). Apres 15j il y a également une diminution significative
(0,07 £ 0,02 U/min/mg protéine; p<0,01) et qui se poursuit apres 30j (0,1 = 0,02 U/min/mg
protéine; p<0,05) (Figure 27). Chez les rats traités avec 40mg Fe;Os/kg, on note une
diminution significative de I'activité de la SOD apres 30j d'exposition (0,1 = 0,02 U/min/mg
protéine; p<0,01) (Figure 27).
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Figure 27 : Effet des nanoparticules de Fe;Oy sur l'activité du superoxyde dismutase (SOD)
hépatique.

Chaque valeur représente la moyenne de 7 déterminations accompagnée de l'erreur standard de la moyenne
(SEM). Les rats recoivent un gavage unique de nanoparticules de 20 et 40 mg Fe;0/kg et sont sacrifiés apres
24h, 48h, 5j, 15j et 30jours. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 vs témoin (Test one-way ANOVA suivi par un
test Tukey).
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2. 2. Effet des nanoparticules d'oxyde de fer sur I’activité de la glutathion peroxydase
(GPX)

Chez les rats traités avec 20 mg FesO4/kg, on ne note pas de variations significatives dans
l'activité de la glutathion peroxydase par rapport au témoin (Figure 28). Par contre, 24h apres
I'administration de 40mg Fe;Os/kg, Dactivit¢ de la glutathion peroxydase subit une
augmentation significative par rapport au témoin (0,05 £ 0,002 vs 0,04 = 0,002 GSH
0,007 GSH

I+

consommé/min/mg protéine; p<0,05) qui atteint un pic apres 48h (0,07
consommé/min/mg protéine; p< 0,001). Puis elle diminue progressivement au cours des jours

suivants pour atteindre les valeurs basales vers le 15°™ jour post exposition (Figure 28).
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Figure 28 : Effet des nanoparticules de Fe;O4 sur l'activité de la glutathion peroxydase (GPx)
hépatique.

Chaque valeur représente la moyenne de 7 déterminations accompagnée de l'erreur standard de la moyenne
(SEM). Les rats recoivent un gavage unique de nanoparticules de 20 et 40 mg Fe;0/kg et sont sacrifiés apres
24h, 48h, 5j, 15j et 30jours. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 vs témoin (Test one-way ANOVA suivi par un
test Tukey).

2. 3. Effet des nanoparticules d'oxyde de fer sur ’activité de la catalase (CAT)

24h apres l'administration de 20 mg Fe;Ou/kg, lactivité de la catalase augmente

significativement par rapport au témoin (5152 + 392,4 vs 3043 + 244,2 Ul/mg protéine; p<
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0,05). Puis elle diminue progressivement au cours du temps. Pour la dose de 40 mg Fe;Ou4/kg,
il y a également élévation de l'activité catalasique hépatique apres 24h (5845 + 239,4 Ul/mg
protéine ; p< 0,001) qui perdure jusqu’a 5j (6484 + 635,7 Ul/mg protéine ; p< 0,001) puis qui

diminue progressivement vers 15j et 30j.
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Figure 29 : Effet des nanoparticules de Fe;Oy4 sur l'activité de la catalase hépatique.

Chaque valeur représente la moyenne de 7 déterminations accompagnée de l'erreur standard de la moyenne
(SEM). Les rats recoivent un gavage unique de nanoparticules de 20 et 40 mg Fe;0/kg et sont sacrifiés apres
24h, 48h, 5j, 15j et 30jours. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 vs témoin (Test one-way ANOVA suivi par un
test Tukey).

2. 4. Effet des nanoparticules d'oxyde de fer sur la peroxydation lipidique (MDA)

La variation du taux du MDA varie selon la dose des nanoparticules administrée. En effet,
Sjours l'administration de la dose de 20 mg Fe;O4/kg, on note une diminution significative du
taux du MDA hépatique par rapport au témoin (0,3 £ 0,04 vs 1,2 + 0,2 nmoles/mg protéines;
p<0,05). Alors que pour la dose de 40mg Fe;Ou/kg, il y a une augmentation significative qui
commence apres 24h (2,9 + 0,2 nmoles/mg protéines; p<0,001), qui perdure apres 48h (3,0 £
0,3 nmoles/mg protéines; p<0,001), 5j (2,8 + 0,3 nmoles/mg protéines; p<0,001) et 15j (2,1 £
0,3 nmoles/mg protéines; p< 0,05). Vers le 300me jour, ce taux regagne la valeur basale

(Figure 30).
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Figure 30 : Effet des nanoparticules de Fe3;O4 sur le taux de la peroxydation lipidique
hépatique.

La méthode se base sur le dosage du malonedialdéhyde, l'un des produits finaux de la peroxydation lipidigue.
Chaque valeur représente la moyenne de 7 déterminations accompagnée de l'erreur standard de la moyenne
(SEM). Les rats recoivent un gavage unique de nanoparticules de 20 et 40 mg Fe;0/kg et sont sacrifiés apres
24h, 48h, 5j, 15 et 30jours. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 vs témoin (Test one-way ANOVA suivi par un
test Tukey).

2. 5. Effet des nanoparticules d'oxyde de fer sur le taux des groupements sulfhydriles
non protéiques hépatiques

La concentration des groupements sulfhydriles non protéiques diminue significativement par
rapport au témoin apres 5 (0,009 £ 0,0007 umol/g vs 0,02 = 0,002 umol/g; p<0,01), 15 (0,01
+ 0,0008 umol/g; p<0,05) et 30 jours (0,007 £ 0,0006 pmol/g; p<0,001) de traitement avec 20
mg Fe;Ou/kg. Alors qu’aprés traitement avec 40mg Fes;Os/kg, on note une diminution

significative apres 48h (0,008 + 0,001 pmol/g; p<0,01).
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Figure 31 : Effet des nanoparticules de Fe;Oy4 sur le taux du sulfthydrile hépatique.

Chaque valeur représente la moyenne de 7 déterminations accompagnée de l'erreur standard de la moyenne
(SEM). Les rats recoivent un gavage unique de nanoparticules de 20 et 40 mg Fe;0./kg et sont sacrifiés apres
24h, 48h, 5j, 15j et 30jours. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 vs témoin (Test one-way ANOVA suivi par un
test Tukey).

3. Evaluation biochimique de I’atteinte hépatique aprés exposition aux nanoparticules
oxyde de fer

L’activité¢ de I’alanine amino transférase (ALAT) n’est pas affectée pour les deux doses
administrées. Alors que ’activité de I’aspartate amino transférase (ASAT), réagit presque de
la méme fagon pour les deux doses administrées, avec I’apparition d’un pic a 5j pour la dose
de 20mg Fe;O4/kg (16,3 £ 1,6 U/L; p<0,05) ainsi que pour la dose 40mg Fe;O4/kg (17,7 £ 0,8
U/L; p<0.001) par rapport au témoin (11,8 £ 1,2 U/L). Apres 15j et 30j on note un retour a la
valeur de base. L’activité du lactate déshydrogénase (LDH) s'éleve apres 5 jours d'exposition
a la dose de 40mg Fe;O4/kg (58,0 £ 0,9 vs 35,6 £ 3,0 UL/L; p<0.001) puis regagne la valeur
basale a partir du 15°™ jour (Tableau 9).
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Tableau 9 : Effet des nanoparticules de Fe;O4 sur l'activité de la LDH et des transaminases

hépatiques
20mg/kg 40mg/kg
Oh | 24h | 48h | 5j 15§ | 30j Oh | 24h | 48h | 5j 15§ | 30j
ALAT 11,3 11,0 10,2 12,7 14,7 10,4 11,3 11,3 11,4 11,7 11,5 13,3
+ + + + + + + + + + + +
ULy | 1, 11| 08 | 18 | 14 | 11| 11 11| 09 | 11 10 | 06
ASAT | 11,8 | 11,5 95 | 163 | 11,4 | 109 | 11,8 | 143 | 122 | 17,7 | 97 | 9.1
(U/L) + + + e + + + + + e + +
12 0,6 04 | 1,6 | 04 1,1 12 0,7 12 108 | 06 0,6
LDH | 356 | 382 | 364 | 49,1 | 422 | 44,7 | 356 | 36,4 | 42,7 | 58,0 | 37.8 | 48,6
(UL/L) + + + + + + + + + e + +
30 | 46 | 26 | 54 | 42 | 25 | 30 | 2.1 35 (097 | 23 | 28

Chaque valeur représente la moyenne de 7 déterminations accompagnée de l'erreur standard de la moyenne
(SEM). Les rats recoivent un gavage unique de nanoparticules de 20 et 40 mg Fe;0./kg et sont sacrifiés apres
24h, 48h, 5j, 15j et 30jours. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 vs témoin (Test one-way ANOVA suivi par un

test Tukey).
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4. Effet de ’exposition orale aigue aux nanoparticules oxyde de fer sur ’architecture
Hépatique

Figure 32 : Architecture microscopique du foie témoin (X400)

H : hépatocyte ; S : sinusoide hépatique ; V : veine
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5 a
Figure 33 : Coupe histologique hépatique d’un rat traité avec 20 mg Fe;O4/kg de
nanoparticules d’oxyde de fer et sacrifié apres 24h (X400)

In : infiltration inflammatoire; P : perte des jonctions intercellulaire ; N : nécrose ; H :
hépatocyte ; V : veine

Figure 34 : Coupe histologique hépatique d’un rat traité avec 20 mg Fe;O4/kg de
nanoparticules d’oxyde de fer et sacrifié apres 48h (X400)

In : infiltration inflammatoire ; P : perte des jonctions intercellulaire
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Figure 35 : Coupe histologique hépatique d’un rat traité avec 20 mg Fe;O4/kg de
nanoparticules d’oxyde de fer et sacrifié€ apres Sjours (X400)

In : infiltration inflammatoire ; P : perte des jonctions intercellulaire ; N : nécrose

Figure 36 : Coupe histologique hépatique d’un rat traité avec 20 mg Fe;O4/kg de
nanoparticules d’oxyde de fer et sacrifié apreés 15jours (X400)

P : perte des jonctions intercellulaire ; N : nécrose
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Figure 37 : Coupe histologique hépatique d’un rat traité avec 20 mg Fe;O4/kg de
nanoparticules d’oxyde de fer et sacrifié apres 30jours (X400)

In : infiltration inflammatoire ; P : perte des jonctions intercellulaire ; N : nécrose
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Figure 38 : Coupe histologique hépatique d’un rat traité avec 40 mg Fe;O4/kg de
nanoparticules d’oxyde de fer et sacrifié apres 24h (X400)

In : infiltration inflammatoire ; N : nécrose

Figure 39 : Coupe histologique hépatique d’un rat traité avec 40 mg Fe;O4/kg de
nanoparticules d’oxyde de fer et sacrifié apres 48h (X400)

In : infiltration inflammatoire; N : nécrose
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Figure 40 : Coupe histologique hépatique d’un rat traité avec 40 mg Fe;O4/kg de
nanoparticules d’oxyde de fer et sacrifié€ apres Sjours (X400)

In : infiltration inflammatoire ; P : perte des jonctions intercellulaire ; N : nécrose

Figure 41 : Coupe histologique hépatique d’un rat traité avec 40 mg Fe;O4/kg de
nanoparticules d’oxyde de fer et sacrifié apres 15jours (X400)

In : infiltration inflammatoire ; N : nécrose
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Figure 42 : Coupe histologique hépatique d’un rat traité avec 40 mg Fe;O4/kg de
nanoparticules d’oxyde de fer et sacrifié apres 30jours (X400)

In : infiltration inflammatoire ; N : nécrose

L'analyse histopathologique révele que 1'exposition aigué aux nanoparticules d’oxyde de fer
entrailne une réponse inflammatoire périvasculaire au niveau du foie qui se traduit plus
tardivement par l'apparition de figures nécrotiques dont l'intensité dépend de la dose
administrée. En effet, chez les rats traités avec 20 mg de Fe;Os/kg, on note l'apparition
d’infiltrations inflammatoires apres 24h heures (Figure 33) de I'exposition et qui s'accentuent
vers le 5eme jour (Figure 35). L'apparition de microfoyers nécrotiques commence vers le 5™
jour et s'accentue au bout de 30 jours (Figure 37). Pour les rats recevant 40 mg de Fe;Ous/kg,
on observe une inflammation vers 24 heures (Figure 38) qui atteint un pic vers 48 heures

(Figure 39). On observe également une nécrose focale a partir de 24 heures qui devient zonale

vers le 15¢me jour post-exposition (Figure 41).
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CHAPITRE IIT

Cette partie a fait I’objet d’un article « Impact of iron oxide nanoparticles on brain, heart,
lung, liver and kidneys mitochondrial respiratory chain complexes activities and coupling »

paru dans la revue «Toxicology In Vitro» 2013 Septembre ; 27(8): 2142-2148.

1. Objectifs

L’objectif de ce chapitre est de déterminer si les nanoparticules d’oxyde de fer pourraient
altérer la chaine respiratoire mitochondriale au niveau de cinq organes caractérisés par des
capacités oxydatives différentes (cerveau, cceur, poumon, foie et rein) ainsi que le couplage

mitochondrial.

2. Evaluation de la ligne de base des activités des complexes de la chaine respiratoire
mitochondriale au niveau du cerveau, cceur, poumon, foie et rein

L’activité de la capacité oxydative maximale, Vmax (complexes I, III et IV) est plus élevée au
niveau du ceeur (48,9 £+ 4,6 umol O2/min/g protéine) en comparaison avec celle des autres
organes. Ainsi elle est de 27,0 = 2,5 pmol O2/min/g protéine pour le foie, 26,3 + 4,7 umol
O2/min/g protéine pour le cerveau, 13,4 = 1,7 umol O2/min/g protéine pour le rein et 11,3 +
1,3 umol O2/min/g protéine pour le poumon (Tableau 10). Alors que ’activité¢ de la Vsucc
(complexes II, III et IV) est plus élevée au niveau du rein 54,5 £ 4,8 umol O2/min/g protéine
suivie du cceur 53.9 £ 4.3 umol O2/min/g protéine, du cerveau 45,8 £ 2,9 umol O2/min/g
protéine, du foie 33,4 + 2,0 umol O2/min/g protéine et du poumon 53,9 + 4,3 pmol O2/min/g
protéine (Tableau 10). L’activité de la Vimpd (complexe IV) est la plus élevée au niveau du
ceeur 106,8 + 6,2 pmol O2/min/g protéine suivie du rein 88,2 + 8,1 umolO2/min/g protéine,
du cerveau 84,7 + 3,6 umol O2/min/g protéine, du foie 42,2 + 2,2 ymol O2/min/g protéine et
du poumon 24,0 £+ 2,1 pmol O2/ min/g protéine (Tableau 10).

Le couplage mitochondrial (ACR : Vmax/V0O) qui représente le degré de couplage entre
I’oxydation et la phosphorylation, montre dans le groupe témoin que le rein 1,7 £ 0,2 possede
la valeur la plus basse par comparaison avec le cceur 4,5 + 0,4, le foie 5,7 + 1,1, les poumons

3,6 0,6 etlecerveau 3,2 + 0,6 (Tableau 11).
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Tableau 10: Ligne de base des activités des complexes de la chaine respiratoire au niveau du
cerveau, cceur, poumon, foie et rein.

Témoin Cerveau Coeur Poumon Foie Rein

Vmax 26,3447 48,944,685 113+1,3% 27,042,577 13,4+1,7
(umol O,/min/g protéine)

Vsuce 45,842 9%% 53,944 35 15,742,077 3344207  54,5+4.8
(umol Oy/min/g protéine)

Vitmpd 84,743,6"™% 106,846,2%  24.042,17" 4224202 88,248,1
(umol Oy/min/g protéine)

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (Test one-way ANOVA suivi par un test Tukey). #p < 0.05; ##p <
0.01; ###p < 0.001 vs Coeur. §p < 0.05; §§p < 0.01; §§§p < 0.001 vs Poumon. £p < 0.05; ££p < 0.01; £££p <
0.001 vs Foie. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p <0.001 vs Rein.

Tableau 11: Le couplage mitochondrial : les valeurs de base et les réponses aux différentes
concentrations de nanoparticules 100, 200, 300 et 500 pg Fe;Os/ml au niveau du cerveau,
coeur, poumon, foie et rein.

ACR Cerveau Coeeur Poumon Foie Rein

Contrdle 32+0,6 45+04 3,6 %06 571,177 1,7+0,2
100 pg/ml 32+05 46+05" 3,0+0,5 50+09" 1,7+0,2
200 pg/ml 32+0,7 4,8+0,5 3,4+0,9 58+23 1,4+0.2
300 pg/ml 39+1,0 51+0,7 44+13 56+1,3 1,9+0,1
500 pg/ml 32+0,7 4,7+0,8" 3,1+06 33404 2,0+0,3

Le couplage mitochondrial (ACR: Vmax/VO0). Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (Test one-way
ANOVA suivi par un test Tukey). *p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 vs Rein.
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Figure 43 : Tracé oxygraphique représentatif avec les nanoparticules et les principaux
substrats mitochondriaux.

3. Effet des nanoparticules d’oxyde fer (FezO4) sur les activités des complexes de la
chaine respiratoire mitochondriale au niveau du cerveau

Le traitement des nanoparticules de Fe;O4 a des différentes concentrations (100, 200, 300 et
500 pg/ml) n’altére aucun des complexes de la chaine respiratoire des mitochondries isolées

du cerveau (Figure 44).
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Figure 44 : Effet des nanoparticules de Fe;O4 sur les activités des complexes de la chaine
respiratoire mitochondriale du cerveau.

Vmax représente les activités des complexes I, III et IV et est mesurée en utilisant le glutamate et le malate.
Vsucc représente les activités des complexes I, IIT and IV et est mesurée en utilisant le succinate.

Vtmpd représente les activités du complexe IV et est mesurée en utilisant le N, N, N’, N'-tetramethyl-p-
phenylenediaminedihydrochloride (tmpd) et I’ascorbate comme des substrats mitochondriaux.

4. Effet des nanoparticules d’oxyde fer (Fe3O4) sur les activités des complexes de la
chaine respiratoire mitochondriale au niveau du ceeur

Le traitement des nanoparticules de Fe;O4 a des différentes concentrations (100, 200, 300 et
500 pg/ml) n’altére pas la fonction mitochondriale. Cependant, il y a une différence
significative au niveau du complexe Vtmpd entre la concentration 200 ug Fe;O4/ml (118,1 £
11,0 umol O2/min/g protéine) et la concentration 500 pug Fe;O4/ml (84,3 + 8,3 umol
02/min/g protéine ; p < 0,05) sans qu’il ait de différences significatives par rapport au témoin

(Figure 45).
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Figure 45 : Effet des nanoparticules de Fe;O4 sur les activités des complexes de la chaine
respiratoire mitochondriale du cceur.

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (Test one-way ANOVA suivi par un test Tukey). * p<0,05 Fe;0,
(200ug/ml) vs Fe;04(500ug/ml).
Vmax représente les activités des complexes I, Il et 1V et est mesurée en utilisant le glutamate et le malate.

Vsucc représente les activités des complexes I, 11l and IV et est mesurée en utilisant le succinate.

Vtmpd représente les activités du complexe IV et est mesurée en utilisant le N, N, N', N'-tetramethyl-p-
phenylenediaminedihydrochloride (tmpd) et I’ascorbate comme des substrats mitochondriaux.

5. Effet des nanoparticules d’oxyde fer (Fe3O4) sur les activités des complexes de la
chaine respiratoire mitochondriale au niveau du poumon

Le traitement des nanoparticules de Fe;O4 aux différentes concentrations (100, 200, 300 et
500 pg Fe;O4/ml) ne montre aucune altération au niveau des complexes Vmax (10,66 + 1,68
vs 11,25 £ 1,27 umolO,/min/g protéine; p>0,05) et Vsucc (15,23 + 2,85 vs 15,68 £ 1,96
pmolO,/min/g protéine; p>0,05) sauf au niveau du complexe Vimpd ou on remarque une
diminution significative entre les mitochondries exposées a 100 ug Fe;Os/ml (33,35 + 1,84
pumolO,/min/g protéine) et celles exposées a 500 ug Fe;Os/ml (22,8 + 2,62 pmolO,/min/g
protéine; p< 0,05) (Figure 46).
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Figure 46 : Effet des nanoparticules de Fe;O4 sur les activités des complexes de la chaine
respiratoire mitochondriale du poumon.

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (Test one-way ANOVA suivi par un test Tukey). * p<0,05 Fe;0,
(100ug/ml) vs Fe;04 (500ug/mi).

Vmax représente les activités des complexes I, Il et IV et est mesurée en utilisant le glutamate et le malate.
Vsucc représente les activités des complexes II, Il and IV et est mesurée en utilisant le succinate.

Vimpd représente les activités du complexe IV et est mesurée en utilisant le N, N, N', N'-tetramethyl-p-
phenylenediaminedihydrochloride (tmpd) et ['ascorbate comme des substrats mitochondriaux.

6. Effet des nanoparticules d’oxyde fer (FezO4) sur les activités des complexes de la
chaine respiratoire mitochondriale au niveau du rein

Apres une exposition aux nanoparticules de Fe;O4, on remarque que la respiration
mitochondriale au niveau du rein n’est pas affectée. Ainsi, méme a la plus forte concentration
utilisée de nanoparticules (500 pg Fe;O4/ml), Vmax (13,06 £ 2,18 vs 13,37 £+ 1,67
pmolO,/min/g protéine), Vsucc (47,06 £ 5,11 vs 54,48 £ 4,78 umolO,/min/g protéine) et
Vimpd (66,78 + 6,62 vs 88,23 + 8,05 umolO,/min/g protéine) restent comparables aux

témoins (Figure 47).
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Figure 47: Effet des nanoparticules de Fe;O4 sur les activités des complexes de la chaine
respiratoire mitochondriale du rein.

Vmax représente les activités des complexes I, 11 et 1V et est mesurée en utilisant le glutamate et le malate.
Vsucc représente les activités des complexes I, 11l and IV et est mesurée en utilisant le succinate.

Vitmpd représente les activités du complexe IV et est mesurée en utilisant le N, N, N', N'-tetramethyl-p-
phenylenediaminedihydrochloride (tmpd) et I’ascorbate comme des substrats mitochondriaux.

7. Effet des nanoparticules d’oxyde fer (Fe3O4) sur les activités des complexes de la
chaine respiratoire mitochondriale au niveau du foie

La chaine respiratoire mitochondriale hépatique n’est pas altérée aprés exposition aux
nanoparticules de Fe;O4. Les valeurs des complexes Vmax, Vsucc et Vtmpd sont comparables

a celles des valeurs basales (Figure 48).
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Figure 48: Effet des nanoparticules de Fe;O4 sur les activités des complexes de la chaine

respiratoire mitochondriale du foie.

Vmax représente les activités des complexes I, Il et IV et est mesurée en utilisant le glutamate et le malate.

Vsucc représente les activités des complexes I, Il and IV et est mesurée en utilisant le succinate.

Vimpd représente les activités du complexe IV et est mesurée en utilisant le N, N, N', N'-tetramethyl-p-
phenylenediaminedihydrochloride (tmpd) et I’ascorbate comme des substrats mitochondriaux.
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The present study evaluates the effects of iron oxide nanoparticles (ION) on mitochondrial respiratory
chain complexes activities in five organs characterized by different oxidative capacities and strongly
involved in body detoxification. Isolated mitochondria were extracted from brain, heart, lung, liver and
kidneys in twelve Wistar rats (8 weeks) using differential centrifugations. Maximal oxidative capacities
(Vmax), mitochondrial respiratory chain complexes activity using succinate (Vsucc, complexes II, III,
and IV activities) or N, N, N/, N'-tetramethyl-p-phenylenediaminedihydrochloride (tmpd)/ascorbate
(Vtmpd, complex IV activity) and, mitochondrial coupling (Vmax/Vo) were determined in controls and
after exposure to 100, 200, 300 and 500 pg/ml Fe;O4. Data showed that baseline maximal oxidative
capacities were 26.3 +4.7,48.9+4.6,11.3 £ 1.3,27.0 + 2.5 and 13.4 £ 1.7 pumol O,/min/g protein in brain,
heart, lung, liver, and kidneys mitochondria, respectively. Complexes II, III, and IV activities also signifi-
cantly differed between the five organs. Interestingly, as compared to baseline values and in all tissues
examined, exposure to ION did not alter mitochondrial respiratory chain complexes activities whatever
the nanoparticles (NPs) concentration used. Thus, ION did not show any toxicity on mitochondrial

coupling and respiratory chain complexes I, II, IIl, and IV activities in these five major organs.

© 2013 Published by Elsevier Ltd.

1. Introduction

As a result of their unique physicochemical properties, nanopar-
ticles are becoming present in sunscreens, toothpastes, sanitary
ware coatings, and even food products. Currently, researchers are
focusing on many areas such as applied physics and chemistry,
mechanical and electrical engineering, nanotoxicology, nanobiolo-
gy and nanomedicine, industrial applications and environmental
investigations (Ferreira et al., 2012).

Abbreviations: NPs, nanoparticles; ION, iron oxide nanoparticles; Vmax, maximal
oxidative capacities; Vsucc, complexes II, IIl and IV activities; Vtmpd, complex IV
activity; DEG, diethyleneglycol; ACR, acceptor control ratio.

* Corresponding author at: Université de Strasbourg, Fédération de Médecine
Translationnelle, EA 3072: Mitochondries, Stress oxydant et Protection musculaire,
Faculté de Médecine, 67000 Strasbourg, France. Tel.: +33 369550879; fax: +33
369551826.

E-mail address: bernard.geny@chru-strasbourg.fr (B. Geny).

0887-2333/$ - see front matter © 2013 Published by Elsevier Ltd.
http://dx.doi.org/10.1016/j.tiv.2013.09.006

Exploring biomedical uses of nanomaterial, iron oxide nanopar-
ticles (ION) are very interesting. They are used in cell labeling
(Chen et al., 2010), drug targeting (Alexiou et al., 2005), gene deliv-
ery (McBain et al., 2008), biosensors, hyperthermia therapy and as
contrast agents in magnetic resonance imaging (Puppi et al., 2011;
Rumenapp et al., 2012).

However, their biological reactivity can be enhanced and can
lead to potential toxic interactions. Thus, (Zhu et al., 2010) demon-
strated that superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPION)
generate injuries in endothelial cells and might play a key role in
downstream cardiovascular diseases such as atherosclerosis,
hypertension and myocardial infarction. Owing to their ultra-fine
sizes, ION can elicit a spectrum of tissue responses including cell
activation, generation of reactive oxygen species (ROS), and cell
death (Wilson et al., 2002; Zhu et al., 2011).

Please cite this article in press as: Baratli, Y., et al. Impact of iron oxide nanoparticles on brain, heart, lung, liver and kidneys mitochondrial respiratory
chain complexes activities and coupling. Toxicol. in Vitro (2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.tiv.2013.09.006
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Mitochondria are a main source of ATP production and are par-
ticularly involved in the balance between cell survival and cell
death. Thus, most cellular energy is obtained through oxidative
phosphorylation, a process requiring the action of a set of respira-
tory enzyme complexes located in the inner mitochondrial mem-
brane, it appears mandatory to study the activities of the
different mitochondrial respiratory chain complexes (Horn et al.,
2008).

Accordingly, mitochondrial dysfunctions appear as early signs
of cells damage in several experimental settings (Charles et al.,
2011; Duteil et al., 2010) but mitochondrial implication in ION tox-
icity remains poorly known and controversial. Indeed, previous
studies demonstrated either no mitochondrial damage (Jeng and
Swanson, 2006; Xu et al., 2010) or mitochondrial ultrastructural
disorganization (Yurchenko et al., 2010; Zhu et al., 2010). Particu-
larly, reports indicated that ION were mainly found in the cytoplas-
mic vesicles, with no localization in the endoplasmic reticulum,
mitochondria and nucleus (Xu et al., 2010). However, even if ION
are not localized into mitochondria, these NPs might induce mito-
chondrial damage. Au et al. (2007) reported that addition of Fe304
nanoparticles in mature astrocytes induced mitochondrial uncou-
pling but did not alter cell membrane integrity. Zhu et al. (2010)
demonstrated that Fes04, nanoparticles could generate loss of
mitochondria membrane potential. (Karlsson et al., 2008) have
shown that subway particles that are composed of a high percent-
age of magnetite (Fe304) can cause genotoxicity via mitochondrial
depolarisation. Zhu et al. (2011) reported that ION could transfer
across the human aortic endothelial cells membrane, localize into
vesicles compartments and result in mitochondrial swelling and
disappearance of mitochondria.

The deleterious effects of ION are linked to NPs ability to generate
oxidative stress. Transition metal nanoparticles like iron may gener-
ate ROS (in particular hydroxyl radicals) by acting as catalysts in Fen-
ton-typereactions (Risom et al.,2005). Since besides generating ATP,
mitochondria are also a major source of intracellular ROS produc-
tion, it appeared interesting to investigate mitochondrial respiratory
chain complexes activities. Further, one might suppose that differ-
ence in oxidative capacities might participate in tissue specificity
of NPs deleterious effects. Indeed, (Mahmoudi et al., 2011) recently
demonstrated that ION did not produced significant changes on the
actin cytoskeleton of heart cells but severely disrupted the actin
cytoskeleton in kidneys and brain cells. Such tissue specificity might
berelated to different detoxification approaches used by the cells for
toleration/fight against NPs but, specific oxidative capacities might
have played a role. Accordingly, tissue with high oxidative capacity
demonstrated reduced ROS production and might be protected
against ischemia-reperfusion or statin-related increase in oxidative
stress, as compared to tissue with low oxidative capacity (Anderson
and Neufer, 2006; Bouitbir et al., 2012; Chan et al., 2004).

The aim of this study was therefore to determine, for the first
time, whether Fes04 nanoparticles might impair mitochondrial
respiratory chain in five organs characterized by different oxidative
capacities and strongly involved in body detoxification. Thus, we
submitted isolated mitochondria harvested from brain, heart, lung,
liver and kidneys to different concentrations of Fe;04 nanoparticles
(100, 200, 300 and 500 pg/ml) and determined mitochondrial cou-
pling and respiratory chain complexes I, II, III, and IV activities. In-
deed, Karlsson et al., 2008 demonstrated that the toxicity of bare
iron oxide NPS was absent or very low for human lung epithelial
cell line up to concentrations of 100 pg/ml. Jeng and Swanson,
2006 demonstrated that Fes04 had no measurable effect on the
cells until the concentrations reached more than 200 pg/ml and
Hussain et al., 2005 showed that Fe;04 had no measurable effect
at lower doses (10-50 pg/ml) while there was a significant effect
at higher levels (100-250 pig/ml).

2. Material and methods
2.1. Material and reagents

Iron oxide nanoparticles were acquired from unit of research99/
UR12-30, Faculty of science of Bizerte, Tunisia. They were prepared
by the polyol process starting from Iron (II) acetate as metal pre-
cursor, diethylene glycol (hereafter abbreviated to as DEG) as sol-
vent, purchased from ACROS Organics. All chemicals were used
as received without further purification. Deionized water was used
in these preparations. For the synthesis of the magnetite (Fe30,4)
nanoparticles, an appropriate amount of Iron (II) acetate precursor
was added to a given volume (125 mL) of DEG to reach nominal
iron cations concentration of 0.2 M. The mixture was then refluxed
at a rate of +6 °C min~! under mechanical stirring up to boiling
point, and then maintained at this temperature for about 2 h. The
powders were washed several times with ethanol, then with ace-
tone under ultrasonication with intermittent centrifugation and
then dried in air at 50 °C. This iron oxide Fe304 (magnetite) could
be preliminarily distinguished by its black color and their magnetic
response when subjected to a permanent magnet.

2.2. Nanoparticle characterization using transmission electron
microscopy (TEM)

The size and shape of prepared particles were analyzed on a
JEOL-100-CX II Transmission Electron Microscope (TEM) operating
at 100 kV equipped with an energy dispersive spectrometer (EDX)
(Basti et al., 2010).

2.3. Animals

Twelve male Wistar rats weighing 300-400 g (age 8 weeks)
were housed in a thermo-neutral environment (22 =2 °C), on a
12:12 h photoperiod, and were provided food and water ad libitum.
This investigation was carried out in accordance with the Helsinki
accords for human treatment of animals during experimentation.

Rats were submitted to general anesthesia with 3% isoflurane and
oxygen (1L/min) in an induction chamber (Minerve, Esternay,
France). Anesthesia was maintained with 1.5% isoflurane and 1L/
min oxygen at under spontaneous ventilation. Organs (brain, heart,
lung, liver, and kidneys) were excised and cleaned and then immedi-
ately used for the study of respiratory parameters (Kindo et al., 2012).

2.4. Extraction of mitochondria

All operations were carried on ice. A piece of tissue was placed
into buffer A containing 50 mM tris, 1 mM EGTA, 70 mM Sucrose,
210 mM Mannitol, pH 7.40 at +4 °C. Tissues were finely minced
with scissors, placed in buffer A and homogenized with a Potter-
Elvehjem. Then, the homogenate was centrifuged at 1300g for
3 min, 4°C. The supernatant was centrifuged at 10,000g for
10 min, 4 °C to sediment mitochondria. Finally, the mitochondrial
pellet was washed twice and then suspended in 50 mM Tris,
70 mM sucrose, 210 mM mannitol, pH 7.4 at +4 °C. Protein content
was routinely assayed with a bradford assay using bovine serum
albumin as a standard (Bradford, 1976). Mitochondria were kept
on ice and used within 4 h.

2.5. Exposure of mitochondria to nanoparticles

The iron oxide nanoparticles were mixed with a solution of NaCl
9%o. The mixture was then stirred vigorously and sonicated for
60 min to break up aggregates. Particle suspensions were vortexed
immediately before each use. Before measurement, 3 ml of solu-
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Table 1

Number of independent analysis of mitochondrial respiratory chain complexes
activities (Vmax, Vsucc and Vtmpd) without or with 100, 200, 300 and 500 pg/ml iron
oxide nanoparticles (Fe304) in brain, heart, lung, liver and kidney.

Mitochondrial respiratory chain complexes

Control 100 (png/ml) 200 (pg/ml) 300 (pg/ml) 500 (pg/ml)
Brain 9 6 6 8 6
Heart 12 8 9 10 8
Lung 10 6 6 7 7
Liver 10 7 6 8 6
Kidney 9 7 6 7 6

tion M containing 100 mM KCL, 50 mM Mops, 1 mM EGTA, 5 mM
Kpi, 1 mg/ml defatted bovine serum albumin (BSA) was added to
the oxygraph chambers for 10 min. Then, isolated mitochondria
(0.30 mg for brain, heart, liver and kidneys), (0.50 mg for lung)
were placed in the oxygraph chambers with 10 mM glutamate
and 2.50 mM malate as substrates. The temperature was main-
tained at +25 °C. Isolated mitochondria of each organ were incu-
bated with different concentrations of Fes04 (0, 100, 200, 300
and 500 pg/ml) during 30 min at +25 °C.

2.6. Measurement of the mitochondrial respiratory chain complexes
activities and mitochondrial coupling

Maximal oxidative capacity (Vmax) was measured by adding
adenosine diphosphate (ADP). When Vmax was recorded, electron
flow went through complexes I, III, and IV. Complex I was blocked
with amytal (0.02 mM) and complex II was stimulated with succi-
nate (25 mM). Mitochondrial respiration in these conditions al-
lowed determining complexes II, III, IV activities (Vsucc). After
that, N, N, N’, N'-tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride
(tmpd, 0.5 mM) and ascorbate (0.5 mM) were added as artificial
electron donors to cytochrome c. In these conditions, the activity
of cytochrome c oxydase (complex IV) was determined as an iso-
lated step of the respiratory chain (Vtmpd) (Zoll et al., 2006). The
mitochondrial coupling (coupling of phosphorylation to oxidation)
was determined by calculating the acceptor control ratio (ACR), the
ratio between ADP-stimulated respiration (Vmax) over basal respi-
ration (without ADP) with glutamate and malate as substrate (Vp).

Number (%)

20 A

15 - \§
N\
104 §§

2.7. Statistical analysis

Results are expressed as mean + SEM. A total of 570 indepen-
dent analysis of mitochondrial respiration were performed. Each
mean value was obtained from 6 to 12 original data arising from
the specific organ of the 6-12 different animals involved. The num-
ber of analysis for Vmax, Vsucc and Vtmpd are presented in Table 1.

Statistical analyses were performed using one way ANOVA
followed by a Tukeypost-test. (GraphPad Prism 5, Graph Pad Soft-
ware, Inc., San Diego, CA, USA). Statistical significance required a
p<0.05.

3. Results

3.1. Nanoparticle characterization using transmission electron
microscopy (TEM)

TEM imaging of Fe;04 nanoparticles were performed to confirm
primary particle size, obtain a size distribution, and to observe the
general morphology of the particles (Fig. 1). The TEM image
showed that the powders are constituted by roughly spherical al-
most nonagglomerated particles. In addition, about 250 particles
have been counted for the average particle size and histogram
determinations. The calculated average diameter was 9 nm with
a SD of 1.6 nm.

3.2. Evaluation of the baseline brain, heart, lung, liver and kidneys
mitochondrial respiratory chain complexes activities

The maximal oxidative capacities, Vmax, reflecting complexes I,
III, and IV activities was the highest in the heart (48.9 + 4.6 pumol O,/
min/g protein) compared to other organs. Thus, Vmax was lower in
liver (27.0 + 2.5 pmol O,/min/g protein), brain (26.3 + 4.7 pmol O,/
min/g protein), kidneys (13.4+ 1.7 pmol O,/min/g protein) and
lung (11.3 £ 1.3 pmol O,/min/g protein) (Table 2).

Vsucc, reflecting complexes 11, Il and IV activities, was higher in
kidneys (54.5+4.8 umol O,/min/g protein), than in heart
(53.9+4.3 pmol O,/min/g protein), brain (45.8 2.9 umol O,/
min/g protein), liver (33.4 £ 2.0 pmol O,/min/g protein) and lung
(15.7 £ 2.0 pmol/min/g protein) (Table 2).

7

V7
7
%

.

B 3! SN TN RN SR SR
4 6 8 10 12 14

Diameter (nm)

Fig. 1. TEM image (a) and size histogram (b) of the Fe;0, nanoparticles.

Table 2

Baseline brain, heart, lung, liver and kidney mitochondrial respiratory chain complexes activities.
Control Brain Heart Lung Liver Kidney
Vmax (umol O,/min/g protein) 26.3 + 4.7%%# 48.9 + 4.68%3EEE 11.3 +1.3%F 27.0 £2.57 134+1.7
Vsucc (umol O,/min/g protein) 45.8 +2.9%8 53.9 + 4,35%8EF 15.7 2.05 33.4+2.0" 545+4.8
Vtmpd (pumol O,/min/g protein) 84.7 + 3.6*888EEE 106.8 + 6283365 24.0%2.1" 422202 88.2+8.1

Data are means + SEM (one-way ANOVA followed by Tukey). *p < 0.05; *#p <0.01; **#p <0.001 vs Heart. 8p <0.05; $8p <0.01; %¥%p <0.001 vs Lung. £p < 0.05; £p < 0.01;

£££p < 0.001 vs Liver. *p < 0.05; *p < 0.01; ***p < 0.001 vs Kidney.
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The Vtmpd, reflecting complex IV activity, showed elevated val-
ues in heart (106.8 £6.2 umol O,/min/g protein) compared to
other organs. Vtmpd was thus lower in kidneys (88.2 + 8.1 umol
O,/min/g protein), brain (84.7 £ 3.6 umol O,/min/g protein), liver
(42.2 £2.2 pmol O,/min/g protein) and lung (24.0 £ 2.1 umol O,/
min/g protein) (Table 2).

The acceptor control ratio (Vmax/Vy), representing the degree of
coupling between oxidation and phosphorylation, in controls
groups was lower in kidneys (1.7 £0.2) as compared to heart
(4.5 +0.4) and liver (5.7 £ 1.1). Lung and brain ACRs were respec-
tively 3.6 £ 0.6 and 3.2 £ 0.6 (Table 3).

Fig. 2 shows a representative oxygraphic trace with NPs and
main mitochondrial substrates.

3.3. Effects of iron oxide nanoparticles on brain, heart, lung, liver and
kidneys mitochondrial respiratory chain complexes activities

All data are presented in Figs. 3-7.

Fig. 3 demonstrated that Vmax, Vsucc and Vtmpd were similar
without or with exposure to Fe30,4 in brain isolated mitochondria.

Similarly, in isolated heart mitochondria, Fes0,4 treatment did
not alter the mitochondrial function. Concerning the dose of
500 pg/ml, Vmax and Vsucc (43.7 £3.4 vs 48.9 £ 4.6 and 43.4 + 6.1
vs 53.9 £ 4.3 umol O,/min/g protein) were not decreased as com-
pared to controls. Similarly, Vtmpd was not decreased as compared
to controls but, a significant difference was observed between
FesO4 (200 pg/ml) (118.1+11.0 pmol O,/min/g protein) and
Fe304 (500 pg/ml) (84.3+8.3 umol O,/min/g protein) (p < 0.05)
(Fig. 4).

Table 3
Mitochondrial coupling: controls values and responses to 100, 200, 300 and 500 pg/
ml iron oxide nanoparticles (Fes04) in brain, heart, lung, liver and kidney.

ACR Brain Heart Lung Liver Kidney

Control 32+06 4504 3.6+0.6 57+1.1"" 1.7+0.2
100 pg/ml 32£05 4.6 +0.5" 3.0£05 5.0+09" 1.7+0.2
200 pg/ml 32+07 4.8+0.5 34+09 58+23 14+02
300 pg/ml 39+1.0 51+07 4413 56+13 1.9+0.1
500 pg/ml 32+07 4.7+0.8" 3.1£06 33104 20+03

acceptor control ratio (ACR: Vmax/V0). Data are means + SEM (one-way ANOVA
followed by Tukey). “p < 0.05; **p <0.01; “**p < 0.001 vs Kidney.

«—
—
-0

02 concentration

Time (hour)

1: buffer in chamber

2: mitochondria injection

3:incubation of nanoparticules for 30 minutes
4:V0O

5: Vmax: ADP

6: amital

7:succinate

8: TMPD/ascorbate

Fig. 2. Representative oxygraphic trace with NPs and main mitochondrial
substrates.

In lung isolated mitochondria again, Vmax, Vsucc and Vtmpd
were similar without or with exposure to Fe;04. Concerning the
dose of 500 pg/ml, Vmax and Vsucc (10.7 £1.7 vs 11.3+1.3 and
15.2 £2.9 vs 15.7 £ 2.0 pmol O,/min/g protein) were not decreased
as compared to controls. Similarly, Vtmpd was not decreased as
compared to controls but, a significant difference was observed be-
tween Fe30,4 (100 pg/ml) (33.4 + 1.8 pmol O,/min/g protein) and
Fe304 (500 pig/ml) (22.8 £ 2.6 pmol O,/min/g protein) (p < 0.05)
(Fig. 5). Concerning liver isolated mitochondria, the mitochondrial
respiratory function was not modified after Fe30, nanoparticles
exposure. The Vmax, Vsucc and Vtmpd were similar to control val-
ues, whatever the ION concentrations used (Fig. 6).

Finally, in kidneys, mitochondrial respiratory function was not
affected by exposure to ION. Thus, the high dose of Fes04
(500 pg/ml), Vmax (13.1 £ 2.2 vs 13.4 + 1.7 umol O,/min/g protein),
Vsucc (47.1+5.1 vs 54.5+4.8 pmol O,/min/g protein) and the
Vtmpd (66.8 £ 6.6 vs 88.2 £8.1 umol O,/min/g protein) remained
unchanged compared to control values (Fig. 7).

Concerning the acceptor control ratio (ACR), similar results have
been observed and thus, ION did not modified mitochondrial cou-
pling whatever the dose used (Table 3).

Thus globally, whatever the Fe304 concentration used (from 100
to 500 pg/ml), ION did not alter mitochondrial respiratory chain
complexes I, II, Ill, and IV activities or mitochondrial coupling in
these five main organs, as compared to control values.

4. Discussion

Several studies have shown that intravenously administrated
ION can translocate from the blood circulation into various tar-
geted tissues and organs (Corot et al., 2006; Shimada et al.,
2006). Nanosized particles can also cross small intestine by per-
sorption and distribute into blood, brain, lung, heart, spleen, liver,
kidneys, intestine and stomach (Baroli et al., 2007; Hillyer and
Albrecht, 2001; Kwon et al., 2008). Thus, many organs might be ex-
posed through different pathways to potential deleterious effects
of ION. Toxic effect of nano-sized complexes on cells depends on
material from which they were composed, size, presence of surface
reactive groups, concentration, and on cell histogenesis (Karlsson
et al,, 2009; L’Azou et al., 2008).

In the present study, isolated mitochondria of main organs sup-
porting life and/or involved in detoxification process and charac-
terized by a large span of oxidative capacity (brain, heart, lung,
liver and kidneys) were incubated with different concentrations
of ION (0, 100, 200, 300 and 500 pg/ml).

Our results are consistent with basal mitochondrial oxidative
capacity previously reported. Thus a similar maximal oxidative
capacity was observed in the brain, heart and liver (Ling et al.,
2012), lung (Freyre-Fonseca et al., 2011) and kidneys (Satav and
Katyare, 1982). Further and interestingly, we have demonstrated,
for the first time that ION globally failed to impair either mitochon-
drial respiratory chain complexes activities or coupling in brain,
heart, lung, liver and kidneys. Several factors, such as NPs sizes,
concentrations, and duration of exposure deserve to be discussed.

NPs size might be important. We chose ION with magnetite
(Fe304) core of 9 nm since ION are used as a remarkable contrast
agent that has potential to enhance the evaluation of axillary
lymph node metastases in patients with breast cancer (Harada
et al,, 2007). Li et al. (2012) demonstrated that thermally cross-
linked superparamagnetic iron oxide nanoparticles (TCL-SPION)
with the same core size of our nanoparticles may be used as a
new platform for tumor imaging and therapy monitoring. (Salnikov
et al., 2007) demonstrated that the outer mitochondrial membrane
was not permeable to 6-nm particles but 3 nm particles entered
the mitochondrial intermembrane space in mitochondria of per-
meabilized cells and isolated cardiac mitochondria. Thus, our
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Fig. 3. Effects of iron oxide nanoparticles (Fe304) on brain liver mitochondrial respiratory chain complexes activities. Vmax reflects complexes I, Il and I vactivities and is
measured using glutamate and malate. Vsucc reflects complexes II, Il and IV activities and is measured using succinate. Vtmpd reflects complex IV activity and is measured
using N, N, N', N'-tetramethyl-p-phenylenediaminedihydrochloride (tmpd) and ascorbate as mitochondrial substrates.
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Data are means = SEM (one-way ANOVA followed by Tukey). * p<0,05 Fe304(200ug/ml)

vs Fe304(500ug/ml).

Fig. 4. Effects of iron oxide nanoparticles (Fe;04) on heart mitochondrial respiratory chain complexes activities. Vmax reflects complexes I, Il and IV activities and is
measured using glutamate and malate. Vsucc reflects complexes II, Il and IV activities and is measured using succinate. Vtmpd reflects complex IV activity and is measured
using N, N, N', N'-tetramethyl-p-phenylenediaminedihydrochloride (tmpd) and ascorbate as mitochondrial substrates.
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Data are means + SEM (one-way ANOVA followed by Tukey). * p<0,05 Fe304(100ug/ml)
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Fig. 5. Effects of iron oxide nanoparticles (Fe304) on lung mitochondrial respiratory chain complexes activities. Vmax reflects complexes I, Ill and IV activities and is measured
using glutamate and malate. Vsucc reflects complexes II, IIl and IV activities and is measured using succinate. Vtmpd reflects complex IV activity and is measured using N, N,
N’, N’-tetramethyl-p-phenylenediaminedihydrochloride (tmpd) and ascorbate as mitochondrial substrates.

9 nm ION might have been too big to penetrate isolated mitochon-
dria. We cannot exclude such hypothesis, but as previously re-
ported, NPs can demonstrate mitochondrial toxicity even if they
cannot enter into mitochondria (Au et al., 2007).

It was demonstrated that the majority of nanosized complexes
revealed their toxic effect on cells at concentrations ranging from
100 to 250 pg/ml (Hussain et al., 2005; Jeng and Swanson, 2006).
In the present work, we therefore took care to submit organ mito-
chondria to such a large span of NPs concentrations. We also exam-

ined a concentration of 500 pg/ml, investigating whether a higher
concentration might show more toxic effects. It was not the case
and thus, concentrations might probably not explain a lack of
NPs deleterious effects.

Concerning duration of exposure, (Buyukhatipoglu and Clyne,
2011) demonstrated that endothelial cell exposure to ION resulted
in dose- and time-dependent intracellular ROS formation. ROS for-
mation significantly increased up to an iron oxide concentration of
0.5-1.0 mg/mL and intracellular ROS increased significantly after
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Fig. 6. Effects of iron oxide nanoparticles (Fe304) on liver mitochondrial respiratory chain complexes activities. Vmax reflects complexes I, Ill and IV activities and is measured
using glutamate and malate. Vsucc reflects complexes II, IIl and IV activities and is measured using succinate. Vtmpd reflects complex IV activity and is measured using N, N,
N’, N’-tetramethyl-p-phenylenediaminedihydrochloride (tmpd) and ascorbate as mitochondrial substrates.
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Fig. 7. Effects of iron oxide nanoparticles (Fe304) on kidney mitochondrial respiratory chain complexes activities. Vmax reflects complexes I, IIl and IV activities and is

measured using glutamate and malate. Vsucc reflects complexes II, IIl and IV activities and is measured using succinate. Vtmpd reflects complex IV activity and is measured
using N, N, N, N’-tetramethyl-p-phenylenediaminedihydrochloride (tmpd) and ascorbate as mitochondrial substrates.

2 h of nanoparticle exposure (0.50 mg/mL). The relatively short
time of organ exposure to our NPs might thus explain -at least
partly- the lack of mitochondrial dysfunction observed in our work.
However, it should be noted that in the cited study, both NPs
concentrations and size (20-40 nm) were much greater than in
our study. Furthermore, incubation period varies widely in pub-
lished data, ranging from 1 to 24 h in Costa et al., 2010; Hussain
et al., 2005 works, respectively. Costa et al., 2010 demonstrated
that 1 h incubation was enough for silver nanoparticles to decrease
mitochondrial function but since we observed increased ROS pro-
duction as soon as after 30 min exposure of cardiomyocytes to
combined Diltiazem and N-Acetylcystein (Steib et al., 2013), we
decided to submit all mitochondria to a 30 min incubation. Indeed,
cells are likely to be more resistant to NPs than isolated mitochon-
dria (Freyre-Fonseca et al., 2011).

Complex IV might need a further discussion. Indeed, although
we failed to find a significant difference with control values, Vtmpd
was decreased when comparing Fe;O4 (500 pg/ml) and Fe;04
(200 pg/ml) or Fes04 (100 pg/ml) in heart and lung, respectively.
Although this might simply be artifactual, it might alternatively
support a specific toxicity of Fe;04 (500 pg/ml) on complex IV of
the mitochondrial respiratory chain. Indeed, as reported by
Mukhopadhyay et al. (2012) the bare Fe304 NPs have considerable
magnetism at room temperature and his interaction with cyto-
chrome c leads to the reduction of the protein. Moreover, the same
treatments altered the redox state of cytochrome c (Kai et al.,
2011). Interestingly, the concentration used in the present study
was comparable with the highest concentration (0.5 mg/mL).

5. Conclusion

In conclusion, exposure of normal brain, heart, lung, liver and
kidneys to 9 nm- sized Fe3O, nanoparticles did not significantly

alter their mitochondrial respiratory chain complexes activities
or mitochondrial coupling. This suggest that, in this setting, such
NPs has no or a very low mitochondrial toxicity. Further investiga-
tions would be helpful to determine whether this holds true in case
of fragilized mitochondria, as observed during aging or many dis-
eases and whether complexe IV might be more sensitive to Fez04
at very high concentrations.
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Effet de I’age sur la toxicité mitochondriale hépatique
des nanoparticules de Fe;0,



CHAPITRE IV

Cette partie a fait I’objet d’un article « Age Modulates Fe;O4 Nanoparticles Liver Toxicity:
Dose-Dependent Decrease in Mitochondrial Respiratory Chain Complexes Activities and
Coupling in Middle-Aged as Compared to Young Rats » paru dans la revue «BioMed
Research International » 2014 Mai ; 474081.

1. Objectifs

L’objectif de ce chapitre est d’étudier ’effet de 1’dge sur la respiration mitochondriale

hépatique et le couplage mitochondrial aprés contact avec les nanoparticules d’oxyde de fer.

2. Effet de I’age sur la fonction de la chaine respiratoire mitochondriale et sur le
couplage mitochondrial

Il n’existe aucune différence entre la consommation d’oxygéne de la respiration
mitochondriale hépatique des rats jeunes (3mois) et des rats agés (18 mois) par rapport a celle
des rats témoins. Ainsi, la capacité oxydative maximale est conservée malgré le vieillissement
(agé 30,0 £ 1,6 umol O2/min/g protéine vs jeune : 29,8 + 5,6). De méme Vsucc ainsi que la
Vtmpd restent inchangées en vieillissant (agé 33,9 + 1,7 umol O2/min/g protéine vs jeune :
35,0 £ 3,7 et 4gé€ 43,0 = 1,6 pmol O2/min/g protéine vs jeune : 50,0 + 6,2 ; respectivement).
Le couplage mitochondrial est également comparable chez les rats agés et les rats jeunes (agé

8,0 £1,9 vs jeune : 8,2 + 1,6 umol; p=NS) (Tableau 12).

Tableau 12: Les valeurs témoins des activités de la chaine respiratoire mitochondriale du foie
et le couplage mitochondriale

Vitesse de concentration d’O, Jeune (3 mois) Agé (18 mois)
Vmax (umol O,/min/g protéine) 29.8 £5.,6 30,0+1,6
Vsucc (umol Oy/min/g protéine) 35,0+3,7 33,9+1,7
Vtmpd (umol O,/min/g protéine) 50,0 £ 6,2 43.0+1,6

ACR 9,7+26 10,5+1,3

Vmax représente les activités des complexes I, Il et IV et est mesurée en utilisant le glutamate et le malate.
Vsucc représente les activités des complexes 11, 11l and IV et est mesurée en utilisant le succinate.

Vtmpd représente les activités du complexe IV et est mesurée en utilisant le N, N, N', N'-tetramethyl-p-
phenylenediaminedihydrochloride (tmpd) et I'ascorbate comme des substrats mitochondriaux.
ACR: le couplage mitochondrial (Vmax/VO0).
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3. Effet des nanoparticules de Fe3O4 sur P’activité de la chaine respiratoire
mitochondriale hépatique des rats jeunes

La Vmax (27,2 £ 4,5; 29,7 + 4,1; 29,0 £ 3,1 pmol O2/min/g protéine pour 250, 300, 350 ug
Fe;04/ml respectivement) (Figure 49(A)), la Vsucc (27,5 £ 4,2 ;30,9 £ 4,2 ; 30,1 + 3,3 umol
02/min/g protéine pour 250, 300, 350 pug Fe;O4/ml respectivement) (Figure 49(B)) et la
Vtmpd (46,3 £ 4,5; 49,7 £4,9; 50,0 £ 3,8 umol O2/min/g protéine pour 250, 300, 350 ug
Fe;04/ml respectivement) (Figure 49(C)) ne sont pas altérés chez les rats traités aux
nanoparticules Fe;O4 par rapport aux rats témoins (29,8 £ 5,6 ; 35,0 = 3,7 ; 50,0 £ 6,2 umol

02/min/g protéine pour Vsucc, Vsucc, Vimpd respectivement).
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Figure 49: Effet des nanoparticules de Fe;Os sur ’activité de la chaine respiratoire
mitochondriale hépatique des rats jeunes

Vmax représente les activités des complexes I, Il et IV et est mesurée en utilisant le glutamate et le malate.
Vsucc représente les activités des complexes I, Il and IV et est mesurée en utilisant le succinate.

Vitmpd représente les activités du complexe IV et est mesurée en utilisant le N, N, N', N'-tetramethyl-p-
phenylenediaminedihydrochloride (tmpd) et I’ascorbate comme des substrats mitochondriaux.
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4. Effet des nanoparticules Fe;O4 sur I’activité de la chaine respiratoire mitochondriale
hépatique des rats agés

Apres exposition des mitochondries isolées hépatiques des rats agés aux différentes
concentrations de nanoparticules d’oxyde de fer, on observe une diminution significative des

complexes de la chaine respiratoire mitochondriale (Vmax, Vsucc et Vimpd).

Selon la figure 50(A), la capacité oxydative maximale, Vmax, qui représente 1’activité¢ des
complexes I, III et IV, diminue significativement quelque soit la dose de nanoparticules
administrées. En effet pour la dose de 250 ug Fe;O4/ml, Vmax, diminue significativement par
comparaison au groupe témoin (24,4 + 1,4 vs 30 = 1,6 pmol O2/min/g protéine, p<0,05), avec
la dose de 300 pg Fe;O4/ml (23,8 £ 1,0 umol O2/min/g protéine; p<0,001) et avec la dose de
350 ug Fe;04/ml (17,9 = 1,5 umol O2/min/g protéine; p<0,001).

La Vsucc, qui représente 1’activité des complexes II, III et IV présente une tendance a
diminuer par comparaison au groupe témoin (27,0 + 2,3 vs 33,9 = 1,7 pumol O2/min/g
protéine). La diminution significative par rapport au témoin est atteinte lorsqu’on arrive a la
concentration de 300 pg Fe;O4/ml et 350 ug Fe;O4/ml (25,8 £ 1,0 et 24,3 + 1,0 vs 33,9 + 1,7
umol O2/min/g protéine respectivement, p<0,05 et p<0,01) (Figure 50(B)).

En ce qui concerne la Vimpd, qui représente I’activité du complexe IV, on observe une
diminution significative apres exposition a la concentration de 250 pg Fes;Os/ml par
comparaison au groupe témoin (33,0 £ 2,9 vs 43,0 = 1,6 pmol O2/min/g protéine, p<0,05). De
la méme fagon Vimpd, diminue significativement lors de 1’exposition a 300 pg Fe;O4/ml (32,9
+ 1,9 vs 43,0 £ 1,6 umol O2/min/g protéine, p<0,05) et a 350 ug Fe;04/ml (26,3 £ 2,2 vs 43,0
+ 1,6 umol O2/min/g protéine, p<0.001) (Figure 50(C)).
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Figure 50: Effet des nanoparticules de Fe;Os sur I’activit¢ de la chaine respiratoire
mitochondriale hépatique des rats agés.

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (Test one-way ANOVA suivi par un test Tukey). *p < 0,05; **p <
0,01; **¥p < 0,001 vs témoin. #p< 0,05 350 ug Fe;04/ml vs 300 ug Fe;O0y/ml. § p < 0,05 350 ug Fe;O4/ml vs
250 ug Fe;0 /ml.

Vmax représente les activités des complexes I, 11 et 1V et est mesurée en utilisant le glutamate et le malate.
Vsucc représente les activités des complexes I, III and IV et est mesurée en utilisant le succinate.

Vitmpd représente les activités du complexe IV et est mesurée en utilisant le N, N, N', N'-tetramethyl-p-
phenylenediaminedihydrochloride (tmpd) et [’ascorbate comme des substrats mitochondriaux.

5. Effet des nanoparticules de Fe;Oy4 sur le couplage mitochondriale hépatique chez les
rats jeunes et agés

Chez le rat jeune, I’ACR hépatique (Vmax/V0), qui représente le degré de couplage entre
I’oxydation et la phosphorylation, reste inchangée apreés exposition aux nanoparticules Fe;O4
et par comparaison aux témoins (8,4 £ 1,8 ; 9,1 = 1,7 et 8,0 £ 1,2; respectivement pour 250,
300 et 350 ug Fe3;O4 /ml vs 9,7 £ 2,6 umol O,/min/g protéine). Cependant, on observe une
diminution significative du couplage mitochondrial hépatique chez les rats agés exposés aux
nanoparticules FesO4 par comparaison aux témoins. Ainsi, quelque soit la dose de
nanoparticules Fes;O4 appliquée, le couplage mitochondrial diminue significativement par

rapport aux témoins correspondants (Figure 51).
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Figure 51: Effet des nanoparticules de Fe;O, sur le couplage mitochondrial hépatique chez le
rat jeune (A) et agé (B).

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (Test one-way ANOVA suivi par un test Tukey). *p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001 vs contrdle. Le couplage mitochondrial (ACR: Vimax/VO0)

6. Effet de I’oxyde de fer sous sa forme non particulaire sur I’activité et le couplage de la
chaine respiratoire mitochondriale hépatique des rats agés

N

Pour distinguer si les résultats obtenus pourraient &tre dus a la taille ou a un modele de
réponse général devant 1I’exposition d’oxyde de fer, nous avons soumis la mitochondrie isolée

de foie de rat 4gé a une solution de Fe’* avec une concentration de 350ug Fe;Ou/ml.
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Figure 52: Effet de 350 ug/ml de Fe;O4 sous sa forme non particulaire sur I’activité et le
couplage de la chaine respiratoire mitochondriale hépatique des rats agés.

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (Test one-way ANOVA suivi par un test Tukey).
(a) Vmax représente les activités des complexes I, 111 et IV et est mesurée en utilisant le glutamate et le malate.

(b)Vsucc représente les activités des complexes II, III and 1V et est mesurée en utilisant le succinate.
(c)Vtmpd représente les activités du complexe IV et est mesurée en utilisant le N, N, N', N'-tetramethyl-p-
phenylenediaminedihydrochloride (tmpd) et ['ascorbate comme des substrats mitochondriaux.

(d) ACR: représente le couplage mitochondrial et est mesurée en faisant le rapport Vmax/V.

Lorsque les mitochondries isolées de foie de rats agés ont été exposés a 350 ug/ml de Fe;O4
sous sa forme libre, Vmax (41,90 £ 3,93 vs 38,08 = 3,77 umol O,/min/g protéine), Vsucc
(44,23 + 3,44 vs 41,42 + 3,30 umol Oy/min/g protéine), Vimpd (84,90 + 5,75 vs 70,08 + 4,71
pmol O,/min/g protéine), et ACR (7,70 = 1,15 vs 8,72 = 1,06) n’ont pas ét¢ significativement
modifiés (Figure 52).
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We examined the effects of iron oxide nanoparticles (IONPs) on mitochondrial respiratory chain complexes activities and
mitochondrial coupling in young (3 months) and middle-aged (18 months) rat liver, organ largely involved in body iron
detoxification. Isolated liver mitochondria were extracted using differential centrifugations. Maximal oxidative capacities (V,,,,,
complexes I, III, and IV activities), V... (complexes II, III, and IV activities), and V.4, (complex IV activity), together with
mitochondrial coupling (V,,,,/V,) were determined in controls conditions and after exposure to 250, 300, and 350 yg/ml Fe;O,
in young and middle-aged rats. In young liver mitochondria, exposure to IONPs did not alter mitochondrial function. In contrast,
IONPs dose-dependently impaired all complexes of the mitochondrial respiratory chain in middle-aged rat liver: V, . (from 30 +

1.6 t017.9 + 1.5; P < 0.001), V,,,.. (from 33.9 £ 1.7 to 24.3 + 1.0; P < 0.01), V;,,,,4 (from 43.0 £ 1.6 to 26.3 + 2.2 umol O, /min/g protein;

P < 0.001) using Fe;O, 350 ug/ml. Mitochondrial coupling also decreased. Interestingly, 350 ug/ml Fe;O, in the form of Fe**
solution did not impair liver mitochondrial function in middle-aged rats. Thus, IONPs showed a specific toxicity in middle-aged

rats suggesting caution when using it in old age.

1. Introduction

Because of their unique properties, some nanoparticles have
been approved for clinical use like iron oxide nanoparticles
(IONPs). IONPs hold immense potential in a vast variety of
biomedical applications such as magnetic resonance imaging
(MRI), targeted delivery of drugs or genes, tissue engineering,
targeted destruction of tumor tissue through hyperthermia,
magnetic transfections, iron detection, chelation therapy, and

tissue engineering [1-4]. Reports demonstrate that IONPs
have the ability to assess focal hepatic lesions [5] and to label
human hepatocytes [6].

However, nanoparticles pose a high health risk because of
their ability to reach every part of the organs and tissues and
their interaction with cellular functions.

Concerning NP clearance, it is known that they are
primarily phagocytozed by macrophages in the liver (Kupffer
cells) [7]. Thus, the largest detoxification organ of human



beings, the liver, is reached by the highest amount of
nanoparticles, over all the other tissues [8, 9]. Furthermore,
mitochondria are considered a major cell compartment
relevant to possible nanoparticle toxicity [10]. Impairment of
mitochondria might be a key problem since mitochondrial
dysfunction may result in reduced cellular ATP delivery,
increased reactive oxygen species production, and triggering
of apoptosis pathways. Accordingly, mitochondrial dysfunc-
tions occur early in many acute or chronic diseases such as
peripheral arterial or pulmonary diseases [11, 12].

Mitochondrial involvement in IONPs toxicity remains
controversial and either no deleterious effects [13, 14] or
mitochondrial impairments have been observed [15-17].

Concerning Fe;O, nanoparticles, we recently reported a
lack of IONPs toxicity in liver mitochondria in young rats
[18]. Nevertheless, age-related accumulation of iron increases
the potential for free redox-active iron, which can pro-
mote oxidative stress and mitochondrial damage [19]. More
recently, [20] reported that age-dependent accumulation of
mitochondrial iron may increase mitochondrial dysfunction
and oxidative damage, thereby enhancing the susceptibility
to apoptosis. Therefore, age might modify the susceptibility
of mitochondria to iron nanoparticles (NPs).

Since, to date, no study investigated the potential effects of
iron oxide nanoparticles on middle-aged mitochondria and
since the liver is a key organ in iron and NPs detoxification,
we investigated and compared for the first time the effects
of three different concentrations of Fe;O, nanoparticles
(250, 300, and 350 ug/mL) on young and middle-aged liver
mitochondrial respiratory chain complexes activities and on
mitochondrial coupling of phosphorylation to oxidation.

2. Materials and Methods

2.1. Materials and Reagents. Iron oxide nanoparticles were
acquired from Unit of Research URIIES30, Faculty of science
of Bizerte, Tunisia. They were prepared by the polyol pro-
cess starting from iron (II) acetate as metal precursor and
diethylene glycol (DEG) as solvent purchased from ACROS
Organics. All chemicals were used as received without further
purification. Deionized water was used in these preparations.
For the synthesis of the magnetite (Fe;O,) nanoparticles, an
appropriate amount of iron (II) acetate precursor was added
to a given volume (125mL) of DEG to reach nominal iron
cations concentration of 0.2 M. The mixture was then refluxed
ata rate of +6°C min~'under mechanical stirring up to boiling
point and then maintained at this temperature for about 2 h.
The powders were washed several times with ethanol and
then with acetone under ultrasonication with intermittent
centrifugation and then dried in air at 50°C [18].

2.2. Nanoparticle Characterization Using Transmission Elec-
tron Microscopy (TEM). The size and shape of prepared
particles were analyzed on a JEOL-100-CX II transmission
electron microscope (TEM) operating at 100kV equipped
with an energy dispersive spectrometer (EDX) [21].

TEM imaging of Fe;O, nanoparticles showed that the
powders are constituted by roughly spherical almost nonag-
glomerated particles. In addition, about 250 particles have
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FIGURE 1: TEM image (a) and size histogram (b) of the Fe;O,
nanoparticles.

been counted for the average particle size and histogram
determinations. The calculated average diameter was 9 nm
with a SD of 1.6 nm (Figure 1).

2.3. Animals. Young (n = 6, age 3 months) and middle-
aged (n = 6, age 18 months) Wistar male rats were housed
in a thermoneutral environment (22 + 2°C), on a 12:12h
photoperiod, and were provided food and water ad libitum.
This investigation was carried out in accordance with the
Guide for the Care and Use of Laboratory published by the US
National Institute of Health and approved by the institutional
animal care committee (NIH publication number 85-23,
revised 1996).

Rats were submitted to general anesthesia with 3% iso-
flurane and oxygen (1L/min) in an induction chamber
(Minerve, Esternay, France). Anesthesia was maintained with
1.5% isoflurane and 1L/min oxygen at under spontaneous
ventilation. A midline laparotomy was performed and the
liver was excised, cleaned, and then immediately used for the
study of respiratory parameters.

Similarly, three additional Wistar rats aged 18 months
were studied, in order to investigate the potential effect of iron
oxide per se.

2.4. Extraction of Mitochondria. All operations were carried
on ice. A piece of tissue was placed into buffer A containing
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50 mM tris, 1mM EGTA, 70 mM sucrose, 210 mM mannitol,
and pH 7.40 at +4°C. Tissue was finely minced with scissors,
placed in buffer A, and homogenized with a Potter-Elvehjem.
Then, the homogenate was centrifuged at 1300 xg for 3 min
and 4°C. The supernatant was centrifuged at 10,000 xg
for 10 min and 4°C to sediment mitochondria. Finally, the
mitochondrial pellet was washed twice and then suspended
in 50 mM tris, 70 mM sucrose, 210 mM mannitol, and pH
7.4 at +4°C. Protein content was routinely quantified with a
Bradford assay using bovine serum albumin as a standard
[22]. Mitochondria were kept on ice and used within 4 h.

2.5. Exposure of Mitochondria to Nanoparticles or to Iron
Oxide. The iron oxide nanoparticles were mixed with a
solution of NaCl 9%. The mixture was then stirred vigorously
and sonicated for 60 min to break up aggregates. Particle
suspensions were vortexed immediately before each use.
Before measurement, 3 mL of solution M containing 100 mM
KCL, 50 mM mops, ImM EGTA, 5mM Kpi, and 1 mg/mL
bovine serum albumin (BSA) was added to the oxygraph
chambers for 10 min. Then, 0.50 mg of mitochondrial protein
was placed in the oxygraph chambers with 10 mM gluta-
mate and 2.50 mM malate as substrates. The temperature
was maintained at +25°C. Isolated liver mitochondria were
incubated with different concentrations of Fe;O,(0, 250, 300,
and 350 pg/mL) during 30 min at +25°C.

To discriminate if the results obtained might be due to
the size or to a general response pattern in front of iron oxide
exposure, we submitted middle-aged liver mitochondria to
a Fe’* solution with concentration of 350 ug/mL Fe;0,. To
obtain free Fe’* ions a precise mass of Fe;O, nanoparticles
was dissolved in a small volume of concentrated HCI under
gentle heating [23]. Two experiments were conducted per
animal, and thus number of data was six.

2.6. Measurement of the Mitochondrial Respiratory Chain
Complexes Activities and Mitochondrial Coupling. Maximal
oxidative capacity (V,,,,) was measured by adding adenosine
diphosphate (ADP). When V. was recorded, electron flow
went through complexes I, III, and IV. Then complex I was
blocked with amytal (0.02mM) and complex II was stimu-
lated with succinate (25 mM). Mitochondrial respiration in
these conditions allowed determining complexes II, III, and
IV activities (V,,..). After that, N, N, N’, N'-tetramethyl-
p-phenylenediaminedihydrochloride (TMPD, 0.50 mM) and
ascorbate (0.50 mM) were added as artificial electron donors
to cytochrome c. In these conditions, the activity of
cytochrome ¢ oxidase (complex IV) was determined as an
isolated step of the respiratory chain (Vy,,4) [24].

Mitochondrial coupling (coupling of phosphorylation to
oxidation) was determined by calculating the acceptor con-
trol ratio (ACR), ratio between ADP-stimulated respiration
(Vimax) Over basal respiration (without ADP) with glutamate
and malate as substrate (V;)), as previously reported by
Mansour et al. 2012 [25].

2.7 Statistical Analysis. Results are expressed as mean + SEM.
Statistical analyses were performed using one-way ANOVA
followed by a Tukey posttest. The unpaired t-test was used to

TABLE 1: Baseline liver mitochondrial respiratory chain complexes
activities and mitochondrial coupling.

Youn Middle-aged
Control 3 mont%ls) (18 mont}gls)
Vinax (ppmol O,/min/g protein) 29.8 +5.6 30.0+ 16
Viuee (pmol O,/min/g protein) 35.0 + 3.7 33.9+17
Vimpa (umol O,/min/g protein) 50.0 + 6.2 43.0+ 1.6
ACR 9.7 +2.6 105+1.3

Data are means + SEM.
ACR: acceptor control ratio (V. /Vj).

compare young and old rats. Statistical significance required a
P < 0.05. Statistical analyses were performed using GraphPad
Prism 5 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).

3. Results

3.1. Effects of Age on Mitochondrial Respiratory Chain Function
and on Mitochondrial Coupling. As shown in Table I, there
was no difference in mitochondrial oxygen consumptions
between young (3 months) and middle-aged (18 months)
control rats liver. Thus, the maximal oxidative capacity was
similar in young versus middle-aged rats (29.8 + 5.6 and
30.0 + 1.6 ymol O,/min/g protein, respectively). This holded
true for V.. (young: 35.0 + 3.7 versus 33.9 + 1.7 ymol
O,/min/g protein) and for Vi;,q (young: 50.0 + 6.2 versus
43.0 + 1.6 ymol O,/min/g protein).

Finally, mitochondrial coupling was similar in both
young and middle-aged rats (9.7 £+ 2.6 versus 10.5 + 1.3; P =
NS).

3.2. Effects of IONPs on Young Liver Mitochondrial Respiratory
Chain Complexes Activities

Complexes I, III, and IV Activities. The V, . in the group
treated with increasing doses of IONPs (250, 300, and
350 ug/mL) was not modified as compared to the control
group (27.2 £ 4.5; 29.7 + 4.1; 29.0 £ 3.1 versus 29.8 £ 5.6 ymol
0O,/min/g protein) (Figure 2(a)).
Complexes II, III, and IV Activities. V.. was unchanged what-
ever the dose of [ONPs (27.5 +4.2,30.9 +4.2,and 30.1 + 3.3 for
Fe;0, 250, 300, and 350, respectively, as compared to control
values 35.0 + 3.7 yumol O,/min/g protein) (Figure 2(b)).

Complex IV Activity. V4, reflecting complex IV activity, was
not modified after [ONPs treatment as compared with control
group (46.3 + 4.5, 49.7 £ 4.9, and 50.0 + 3.8 for Fe;O, 250,
300, and 350, respectively, versus 50.0 + 6.2 yumol O,/min/g
protein) (Figure 2(c)).

Taken together, these data support that Fe;O, nanopar-
ticles, whatever the doses used, failed to alter any of the
liver mitochondrial respiratory chain complexes activities in
young rats.
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complexes I, II1, and IV activities and is measured using glutamate and malate. (b) V. reflects complexes II, III, and IV activities and is

measured using succinate. (c) V,
Data are means + SEM

3.3. Effects of IONPs on Middle-Aged Liver Mitochondrial
Respiratory Chain Complexes Activities. When the middle-
aged liver rats were exposed to different concentrations of
IONPs, the V., Voo and Vi, q decreased significantly.

Complexes I, III, and IV Activities. The maximal oxidative
capacities, V, ., reflecting I, ITI, and IV activities significantly
decreased whatever the dose of IONPs. At 250 ug/mL, V.
was decreased as compared to the control group (24.4 + 1.4
versus 30 + 1.6 ygmol O,/min/g protein; P < 0.05). V., at 300
and 350 ug/mL were also decreased as compared to control
values (23.8 + 1.0 and 179 + L5 for Fe;O, 300 and Fe;O,
350 pg/mL, respectively, versus CON: 30 + 1.6 ymol O,/min/g
protein; P < 0.001).

mpa Teflects complex IV activity and is measured using TMPD and ascorbate as mitochondrial substrates.

The V., decrease was greater when using higher IONPs
concentration. Thus V, . was significantly lower after Fe,O,
350 pg/mL as compared to 300 and 250 pug/mL (Figure 3(a)).

Complexes II, III, and IV Activities. At 250 ug/mL, Vi, ..,
reflecting complexes II, III, and IV activities, tended to
decrease as compared to the control group (27.0 + 2.3 versus
33.9 + 1.7 yumol O,/min/g protein). The statistical significance
was reached at 300 yg/mL and 350 pug/mL (Fe;O, 300 pg/mL:
25.8+ 1.0 versus CON: 33.9 + 1.7 umol O,/min/g protein;
P < 0.05) and Fe;O, 350 ug/mL (24.3 + 1.0 versus 33.9 +
1.7 ymol O,/min/g protein; P < 0.01) (Figure 3(b)).

Complex IV Activity. V,,,.,q> reflecting complex IV activity,
decreased significantly after exposure to Fe;O, 250 ug/mL
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FIGURE 3: Effects of iron oxide nanoparticles (Fe;O,) on middle-aged liver mitochondrial respiratory chain complexes activities. (a) V.
reflects complexes I, III, and IV activities and is measured using glutamate and malate. (b) V. reflects complexes II, III, and IV activities and

is measured using succinate. (c) V,

mpa reflects complex IV activity and is measured using TMPD and ascorbate as mitochondrial substrates.

Data are means + SEM (one-way ANOVA followed by Tukey). *P < 0.05; **P < 0.01; *** P < 0.001 compared to control. * P < 0.05 350 yg/mL

compared to 300 ug/mL. *P < 0.05 350 ug/mL compared to 250 ug/mL.

as compared to the control group (33.0 £ 2.9 versus 43.0 +
1.6 ymol O,/min/g protein; P < 0.05). Similarly, V.4,
decreased when exposed to 300 ug/mL of Fe;O, (32.9 + 1.9
versus 43.0 + 1.6 ymol O,/min/g protein; P < 0.05) and
to 350 ug/mL (26.3 + 2.2 versus 43.0 + 1.6 yumol O,/min/g
protein; P < 0.001) (Figure 3(c)).

3.4. Effects of IONPs on Liver Mitochondrial Coupling in Young
and Middle-Aged Rats. In young liver, the acceptor control
ratio (V,./Vp), representing the degree of coupling between
oxidation and phosphorylation, was not changed after [ONPs

treatment (8.4 + 1.8, 9.1 + 1.7, and 8.0 + 1.2 after, respectively,
Fe;0, 250, 300, and 350 pug/mL, as compared to control 9.7 +
2.6).

On the other hand, interestingly, IONPs decreased sig-
nificantly mitochondrial coupling in middle-aged liver, as
compared to controls. Thus, the ACR was lower when mito-
chondria were exposed to 250 ug/mL Fe;O, as compared to
control (6.4 + 1.2 versus 10.5 + 1.3; P < 0.05). Moreover, ACR
was also decreased at 300 ug/mL (5.0 + 0.4 versus 10.5 £ 1.3;
P < 0.01) and at 350 yug/mL (Fe;O, 350 yg/mL: 3.9 + 0.4
versus CON:10.5 + 1.3; P < 0.001) (Figure 4).
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3.5. Effects of Iron Oxide Not in Its Particulate form on
Middle-Aged Liver Mitochondrial Respiratory Chain Com-
plexes Activities and Coupling. When the middle-aged liver
rats were exposed to 350 ug/mL Fe;O,, V.. (41.90 + 3.93
versus 38.08 + 3.77 umol O,/min/g protein), V. (44.23 +
3.443 versus 41.42 + 3.303 ymol O,/min/g protein), V.4
(84.90 + 5.75 versus 70.08 + 4.71 umol O,/min/g protein),
and ACR (7.70 + 1.15 versus 8.72 + 1.06) were not significantly
modified (Figure 5).

4. Discussion

The main results of this study are to demonstrate that,
unlike young animals, middle-aged rats are sensitive to iron
oxide nanoparticles (IONPs). Indeed, liver mitochondrial
respiration chain complexes I, II, III, and IV activities are
altered whatever the concentration of Fe;O used. Further,
250, 300, and 350 pg/mL of Fe;O,specifically impair liver
mitochondrial coupling in middle-aged rats. Such impair-
ment is not observed when using 350 pg/mL of Fe; O, but not
in its particulate form.

Young and Middle-Aged Rats Present with Similar Baseline
Mitochondprial Respiratory Chain Complexes Activities in the
Liver. Several studies indicate that mitochondria are one of
the major sources of reactive oxygen species (ROS) and,
in turn, are the most adversely affected organelles during
aging [26]. In fact, mitochondria from aged tissue use oxygen
inefliciently, which impairs ATP synthesis and results in
increased oxidant production [27]. Oxidative damage mainly
concerns the activities of electron transport complexes of the
inner mitochondrial membrane [28], which are specifically
modified during aging [29, 30].

Accordingly, in rat liver, previous reports have found
aging-related decrease in electron transfer activity in complex

I or complexes I and IV in young (4 months) versus old (30
months) rats [31-34]. On the other hand, some studies found
no change in the respiratory chain activity with age. Thus,
Bakala et al. [35] observed no significant difference in the
respiratory chain activity with age between 10-month-old and
27-month-old rats, whatever the substrate used.

This is consistent with our results and might be explained
by differences in age range or animals being only middle-
aged.

Iron Oxide Nanoparticles Impair Liver Mitochondrial Respi-
ratory Chain Complexes Activities in Middle-Aged but Not in
Young Rats. Concerning young rats, iron oxide nanoparticles
failed to impair any of the liver mitochondrial respiratory
chain complexes activities. Thus, mitochondrial oxygen con-
sumption in young liver was not altered by IONPs and,
similarly, mitochondrial coupling remained in the normal
range after Fe;O, exposure. This is in agreement with our
previous findings [18].

To the best of our knowledge, no data are available
concerning potential related effects of high levels of iron oxide
nanoparticles and age on mitochondria. This is particularly
interesting since the liver is a major iron storage organ
[36, 37]. Very interestingly, the data were different when
middle-aged liver rats were exposed to the same IONPs con-
centrations than the young ones. In middle-aged liver rats,
IONPs at 250, 300, and 350 ug/mL significantly decreased
Vinaw Veuco and Vig,oq corresponding together to complexes
I, IL, III, and IV activities of the mitochondrial respiratory
chain. IONPs exposure also decreased mitochondrial cou-
pling.

Several mechanisms might explain these results like
increased fragility of older mitochondria and iron accumu-
lation.
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First, the fragility of mitochondria seems to increase in
function of age. Thus, studies reported that mitochondria
isolated from the organs of aged animals are also aged
in terms of cytosolic and mitochondrial oxidative stress
and losses of enzymatic activities [32]. Accordingly, studies
demonstrated that aging induces the loss of mitochondrial
function in liver of rodents and monkeys [38-40].

Similarly studies investigated the effects of iron accu-
mulation on mitochondrial integrity and function with age
[20, 41, 42]. Investigating the pharmacokinetics of IONPs in
rats, Schnorr et al. [43] demonstrated that the half-life and the
resulting signal changes in blood and liver vary significantly
with age. Thus, iron accumulation which is considered a
feature of the aging process [44-46] might be associated with
a mitochondrial iron increase. In particular under conditions
of cellular stress, this may be a potential causative factor
of age-related mitochondrial dysfunction [20, 42, 47, 48].
Mitochondrial damage by excessive cellular iron appears as
an intrinsic factor contributing to the permeability pore tran-
sition and bioenergetics function decline of mitochondria,
which can potentially lead to cellular senescence and tissue
degeneration [49-51].

Particularly, in accordance with our data of a NPs-
related impairment of complex IV, [52] demonstrated that
the interaction of bare Fe;O, NPs with cytochrome c
leads to the reduction of the protein. Moreover, [53] using
human hepatoma cells showed a dose-dependent decrease in
mitochondrial membrane potential after exposure to Fe;O,
NPs and at high concentration (1 mg/mL) the cytochrome ¢
protein expression decreased dramatically. Accordingly, [54]
observed that Fe;O, NPs caused the highest toxic effects on
green alga, as compared to other types of NPs.

Taken together, these data confirm that age likely mod-
ulates Fe;O, nanoparticles liver toxicity and one might pro-
pose that a threshold of toxicity might play a key role. Indeed,
as reported by Bakala et al. [35] and possibly explaining
our results, the accumulation of deleterious oxidized and
carboxymethylated proteins in the matrix concomitant with
loss of the IONPs protease activity may affect the ability
of aging mitochondria to respond to additional stress. We
could therefore speculate that the increase in glycoxidative
and oxidative alteration is relevant only if the damage is severe
enough to have an impact on mitochondrial function.



However, whether the observed effects are specific of iron
oxide in its particulate form or is independent of its size is
not known. We therefore submitted old liver mitochondria
to iron oxide but not in its particulate form and, interestingly,
no deleterious effect was observed. Thus, it is likely that age
specifically modulates Fe;O, nanoparticles liver toxicity.

5. Conclusion

In summary, we demonstrate for the first time that old
rats are more susceptible to IONPs nanoparticle exposure
in terms of liver mitochondrial respiration and coupling.
These age-related changes in liver mitochondrial respiratory
chain activity should perhaps be taken into consideration in
preclinical and clinical studies of particulate contrast agents.

Abbreviations

NPs:  Nanoparticles
IONPs: Iron oxide nanoparticles
Viax:  Maximal oxidative capacities
wee:  Complexes IL, 111, and IV activities
Vimpa:  Complex IV activity
DEG: Diethylene glycol
ACR:  Acceptor control ratio.

Conflict of Interests

The authors declare no conflict of interests regarding the
publication of this paper.

Authors’ Contribution

Yosra Baratli and Anne-Laure Charles contributed equally to
the paper.

Acknowledgments

The authors thank Fabienne Goupilleau, Isabelle Bentz, and
Anne-Marie Kasprowicz for their expert biological and sec-
retarial assistance.

References

[1] C. Alexiou, R. Tietze, E. Schreiber, and S. Lyer, “Nanomedicine:
magnetic nanoparticles for drug delivery and hyperthermia—
new chances for cancer therapy, Bundesgesundheitsblatt—Ge-
sundheitsforschung—Gesundheitsschutz, vol. 53, no. 8, pp. 839-
845, 2010.

[2] C.-L.Chen, H. Zhang, Q. Ye et al., “A new nano-sized Iron oxide
particle with high sensitivity for cellular magnetic resonance
imaging;” Molecular Imaging and Biology, vol. 13, no. 5, pp. 825—
839, 2011.

[3] S. C. McBain, H. H. P. Yiu, and J. Dobson, “Magnetic nanopar-
ticles for gene and drug delivery;” International Journal of
Nanomedicine, vol. 3, no. 2, pp. 169-180, 2008.

[4] C.Rumenapp,B. Gleich, and A. Haase, “Magnetic nanoparticles
in magnetic resonance imaging and diagnostics,” Pharmaceuti-
cal Research, vol. 25, no. 5, pp. 1165-1179, 2012.

BioMed Research International

[5] C. Corot, P. Robert, J.-M. Idée, and M. Port, “Recent advances
in Iron oxide nanocrystal technology for medical imaging,’
Advanced Drug Delivery Reviews, vol. 58, no. 14, pp. 1471-1504,
2006.

[6] J. Puppi, R. R. Mitry, M. Modo, A. Dhawan, K. Raja, and R. D.
Hughes, “Use of a clinically approved Iron oxide MRI contrast
agent to label human hepatocytes,” Cell Transplantation, vol. 20,
no. 6, pp. 963-975, 2011.

[7] E. Sadauskas, H. Wallin, M. Stoltenberg et al., “Kupfter cells
are central in the removal of nanoparticles from the organism,”
Particle and Fibre Toxicology, vol. 4, article 10, 2007.

[8] D. Olmedo, M. B. Guglielmotti, and R. L. Cabrini, “An exper-

imental study of the dissemination of titanium and zirconium

in the body,” Journal of Materials Science: Materials in Medicine,

vol. 13, no. 8, pp- 793-796, 2002.

S.J. So, I. S. Jang, and C. S. Han, “Effect of micro/nano silica

particle feeding for mice,” Journal of Nanoscience and Nanotech-

nology, vol. 8, no. 10, pp. 5367-5371, 2008.

[10] K. Unfried, C. Albrecht, L.-O. Klotz, A. Von Mikecz, S. Grether-
Beck, and R. P. E Schins, “Cellular responses to nanoparticles:
target structures and mechanisms,” Nanotoxicology, vol. 1, no. 1,
pp. 52-71, 2007.

[11] E Thaveau, J. Zoll, O. Rouyer et al., “Ischemic preconditioning
specifically restores complexes I and II activities of the mito-
chondrial respiratory chain in ischemic skeletal muscle;” Journal
of Vascular Surgery, vol. 46, no. 3, pp. 541-547, 2007.

[12] A. Meyer, J. Zoll, A. L. Charles et al., “Skeletal muscle mito-
chondrial dysfunction during chronic obstructive pulmonary
disease: central actor and therapeutic target, Experimental
Physiology, vol. 98, no. 6, pp. 1063-1078, 2013.

[13] H. A. Jeng and J. Swanson, “Toxicity of metal oxide nanopar-
ticles in mammalian cells,” Journal of Environmental Science
and Health, A: Toxic/Hazardous Substances and Environmental
Engineering, vol. 41, no. 12, pp- 2699-2711, 2006.

[14] J. Xu, E. Marzetti, A. Y. Seo, J.-S. Kim, T. A. Prolla, and C.
Leeuwenburgh, “The emerging role of Iron dyshomeostasis in
the mitochondrial decay of aging,” Mechanisms of Ageing and
Development, vol. 131, no. 7-8, pp. 487-493, 2010.

[15] C. Au, L. Mutkus, A. Dobson, J. Riffle, J. Lalli, and M. Aschner,
“Effects of nanoparticles on the adhesion and cell viability on
astrocytes,” Biological Trace Element Research, vol. 120, no. 1-3,
Pp. 248-256, 2007,

[16] H. L. Karlsson, P. Cronholm, J. Gustafsson, and L. Moller,
“Copper oxide nanoparticles are highly toxic: a comparison
between metal oxide nanoparticles and carbon nanotubes,”
Chemical Research in Toxicology, vol. 21, no. 9, pp. 1726-1732,
2008.

[17] M.-T. Zhu, B. Wang, Y. Wang et al., “Endothelial dysfunction
and inflammation induced by Iron oxide nanoparticle exposure:
risk factors for early atherosclerosis,” Toxicology Letters, vol. 203,
no. 2, pp. 162-171, 2011.

[18] Y. Baratli, A. L. Charles, V. Wolff et al., “Impact of Iron oxide
nanoparticles on brain, heart, lung, liver and kidneys mito-
chondrial respiratory chain complexes activities and coupling,’
Toxicology in Vitro, vol. 27, no. 8, pp. 2142-2148, 2013.

[19] M. K. Shigenaga, T. M. Hagen, and B. N. Ames, “Oxidative
damage and mitochondrial decay in aging;” Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America,
vol. 91, no. 23, pp. 10771-10778, 1994.

[20] A.Y. Seo, J. Xu, S. Servais et al., “Mitochondrial Iron accumu-
lation with age and functional consequences,” Aging Cell, vol. 7,
no. 5, pp. 706-716, 2008.

(9

—



BioMed Research International

[21] H. Basti, L. Ben Tahar, L. S. Smiri et al., “Catechol derivatives-
coated Fe;O, and y-Fe,O; nanoparticles as potential MRI
contrastagents,” Journal of Colloid and Interface Science, vol. 341,
no. 2, pp. 248-254, 2010.

[22] M. M. Bradford, “A rapid and sensitive method for the quanti-
tation of microgram quantities of protein utilizing the principle
of protein dye binding,” Analytical Biochemistry, vol. 72, no. 1-2,
pp. 248-254, 1976.

[23] R. M. Cornell and U. Schwertmann, The Iron Oxides Structure,
Properties, Reactions, Occurrence and Uses, Wiley-VCH, Wein-
heim, Germany, 1996.

[24] A.-L. Charles, A.-S. Guilbert, ]. Bouitbir et al., “Effect of post-
conditioning on mitochondrial dysfunction in experimental
aortic cross-clamping,” British Journal of Surgery, vol. 98, no. 4,
pp. 511-516, 2011.

[25] Z. Mansour, J. Bouitbir, A. L. Charles et al., “Remote and
local ischemic preconditioning equivalently protects rat skeletal
muscle mitochondrial function during experimental aortic
cross-clamping;” Journal of Vascular Surgery, vol. 55, no. 2, pp.
497.e1-505.el, 2012.

[26] R. S. Balaban, S. Nemoto, and T. Finkel, “Mitochondria, oxi-
dants, and aging,” Cell, vol. 120, no. 4, pp. 483-495, 2005.

[27] E. Cadenas and K. J. A. Davies, “Mitochondrial free radical
generation, oxidative stress, and aging,” Free Radical Biology and
Medicine, vol. 29, no. 3-4, pp. 222-230, 2000.

[28] A. Lejay, A. Meyer, A. L. Schlagowski et al., “Mitochondria:
mitochondrial participation in ischemia-reperfusion injury in
skeletal muscle;” The International Journal of Biochemistry &
Cell Biology, vol. 50, pp. 101-105, 2014.

[29] D. Boffoli, S. C. Scacco, R. Vergari et al., “Ageing is associated
in females with a decline in the content and activity of the
b-cl complex in skeletal muscle mitochondria,” Biochimica et
Biophysica Acta—Molecular Basis of Disease, vol. 1315, no. 1, pp.
66-72,1996.

[30] L.K.KwongandR.S. Sohal, “Age-related changes in activities of
mitochondrial electron transport complexes in various tissues
of the mouse,” Archives of Biochemistry and Biophysics, vol. 373,
no. 1, pp. 16-22, 2000.

[31] B. Ventura, M. L. Genova, C. Bovina, G. Formiggini, and G.
Lenaz, “Control of oxidative phosphorylation by complex I in
rat liver mitochondria: implications for aging,” Biochimica et
Biophysica Acta—Bioenergetics, vol. 1553, no. 3, pp. 249-260,
2002.

[32] A. Navarro and A. Boveris, “Rat brain and liver mitochondria
develop oxidative stress and lose enzymatic activities on aging,”
American Journal of Physiology—Regulatory Integrative and
Comparative Physiology, vol. 287, no. 5, pp. R1244-R1249, 2004.

[33] A. Navarro and A. Boveris, “The mitochondrial energy trans-
duction system and the aging process,” American Journal of
Physiology—Cell Physiology, vol. 292, no. 2, pp. C670-C686,
2007.

[34] A. Navarro, C. Gomez, J. M. Lopez-Cepero, and A. Boveris,
“Beneficial effects of moderate exercise on mice aging: survival,
behavior, oxidative stress, and mitochondrial electron transfer;,”
American Journal of Physiology—Regulatory Integrative and
Comparative Physiology, vol. 286, no. 3, pp. R505-R511, 2004.

[35] H. Bakala, E. Delaval, M. Hamelin et al., “Changes in rat liver
mitochondria with aging: lon protease-like activity and Ne-
carboxymethyllysine accumulation in the-matrix,” European
Journal of Biochemistry, vol. 270, no. 10, pp. 2295-2302, 2003.

[36] E. Angelucci, G. M. Brittenham, C. E. McLaren et al., “Hepatic
Iron concentration and total body Iron stores in thalassemia

major;” The New England Journal of Medicine, vol. 343, no. 5,
pp. 327-331, 2000.

[37] J. C. Wood, “Diagnosis and management of transfusion Iron
overload: the role of imaging,” American Journal of Hematology,
vol. 82, no. 12, supplement, pp. 1132-1135, 2007.

[38] M.D.R. Castro, E. Suarez, E. Kraiselburd et al., “Aging increases
mitochondrial DNA damage and oxidative stress in liver of
rhesus monkeys,” Experimental Gerontology, vol. 47, no. 1, pp.
29-37, 2012.

[39] H. R. Modj, S. S. Katyare, and M. A. Patel, “Ageing-induced
alterations in lipid/phospholipid profiles of rat brain and liver
mitochondria: implications for mitochondrial energy-linked
functions,” Journal of Membrane Biology, vol. 221, no. 1, pp. 51-
60, 2008.

[40] G. Serviddio, F. Bellanti, A. D. Romano et al., “Bioenergetics in
aging: mitochondrial proton leak in aging rat liver, kidney and
heart,” Redox Report, vol. 12, no. 1-2, pp. 91-95, 2007.

[41] J. Xu, M. D. Knutson, C. S. Carter, and C. Leeuwenburgh, “Iron
accumulation with age, oxidative stress and functional decline;”
PLoS ONE, vol. 3, no. 8, Article ID ¢2865, 2008.

[42] J. Xu, E. Marzetti, A. Y. Seo, J.-S. Kim, T. A. Prolla, and C.
Leeuwenburgh, “The emerging role of Iron dyshomeostasis in
the mitochondrial decay of aging,” Mechanisms of Ageing and
Development, vol. 131, no. 7-8, pp. 487-493, 2010.

[43] J. Schnorr, M. Taupitz, S. Wagner, H. Pilgrimm, J. Hansel, and
B. Hamm, “Age-related blood half-life of particulate contrast
material: experimental results with a USPIO in rats,” Journal of
Magnetic Resonance Imaging, vol. 12, no. 5, pp. 740-744, 2000.

[44] M. Altun, E. Edstrom, E. Spooner et al., “Iron load and redox
stress in skeletal muscle of aged rats,” Muscle and Nerve, vol. 36,
no. 2, pp. 223-233, 2007.

[45] S. H. Jung, L. R. DeRuisseau, A. N. Kavazis, and K. C. DeRuis-
seau, “Plantaris muscle of aged rats demonstrates Iron accu-
mulation and altered expression of Iron regulation proteins,’
Experimental Physiology, vol. 93, no. 3, pp. 407-414, 2008.

[46] J.Xu,]. C. Y. Hwang, H. A. Lees et al., “Long-term perturbation
of muscle Iron homeostasis following hindlimb suspension in
old rats is associated with high levels of oxidative stress and
impaired recovery from atrophy, Experimental Gerontology,
vol. 47, no. 1, pp- 100-108, 2012.

[47] B. E. Bulvik, E. Berenshtein, A. M. Konijn et al., “Aging is
an organ-specific process: changes in homeostasis of Iron and
redox proteins in the rat,” Age, vol. 34, no. 3, pp. 693-704, 2011.

[48] J. C.Duvigneau, C. Piskernik, S. Haindl et al., “A novel endotox-
in-induced pathway: upregulation of heme oxygenase 1, accu-
mulation of free Iron, and free Iron-mediated mitochondrial
dysfunction,” Laboratory Investigation, vol. 88, no. 1, pp. 70-77,
2008.

[49] H. Chen, B. Liu, T. J. Lukas, G. Suyeoka, G. Wu, and A. H.
Neufeld, “Changes in Iron-regulatory proteins in the aged
rodent neural retina,” Neurobiology of Aging, vol. 30, no. 11, pp.
1865-1876, 2009.

[50] V. Gogvadze, P. B. Walter, and B. N. Ames, “Fe* induces a
transient Ca®" release from rat liver mitochondria,” Archives of
Biochemistry and Biophysics, vol. 398, no. 2, pp. 198-202, 2002.

[51] V. Gogvadze, P. B. Walter, and B. N. Ames, “The role of Fe?t-
induced lipid peroxidation in the initiation of the mitochon-
drial permeability transition,” Archives of Biochemistry and
Biophysics, vol. 414, no. 2, pp. 255-260, 2003.

[52] A. Mukhopadhyay, N. Joshi, K. Chattopadhyay, and G. De, ‘A
facile synthesis of PEG-coated magnetite (Fe;O,) nanoparticles



10

(53]

(54]

and their prevention of the reduction of cytochrome C,” ACS
Applied Materials and Interfaces, vol. 4, no. 1, pp. 142-149, 2012.
W. Kai, X. Xiaojun, P. Ximing, H. Zhenqing, and Z. Qiqing,
“Cytotoxic effects and the mechanism of three types of magnetic
nanoparticles on human hepatoma BEL-7402 cells,” Nanoscale
Research Letters, vol. 6, article 480, 2011.

L. Barhoumi and D. Dewez, “Toxicity of superparamagnetic
Iron oxide nanoparticles on green alga Chlorella vulgaris;
BioMed Research International, vol. 2013, Article ID 647974, 11
Ppages, 2013.

BioMed Research International



DISCUSSION GENERALE



DISCUSSION GENERALE

Dans notre étude, nous nous sommes intéressés aux effets des nanoparticules d’oxyde de fer

(Fe30y) in vitro sur la respiration mitochondriale et in vivo sur la fonction hépatique.

Les résultats des différentes recherches concernant la toxicité des nanoparticules d’oxyde de
fer retrouvées sont contradictoires et beaucoup reste encore a découvrir. Généralement, les
réponses toxiques de nanoparticules observées in vitro ne sont pas reproductibles in vivo
(Mahmoudi et al., 2010). Ceci est dii au principe d’homéostasie que possede le corps humain
pour neutraliser les effets nuisibles et par ailleurs, il y a une certaine divergence dans la
littérature entre les méthodes utilisées in vivo par rapport a celle in vitro en ce qui concerne

I’évaluation toxicologique et I’interprétation des résultats.

Cependant, dans un premier temps, les essais in vitro peuvent sembler préférables, étant plus
simple, plus rapide et sans probleme d’éthique par comparaison aux études in vivo (Sayes et

al., 2007).

1) Etude 1

Cette premiere étude in vitro a pour but est de déterminer si les nanoparticules d’oxyde de fer
altérerent la chaine respiratoire mitochondriale au niveau de cinq organes caractérisés par des

capacités oxydatives différentes.

Ainsi, nous avons incubé pendant 30 min les mitochondries isolées du cerveau, cceur,
poumon, foie et des reins avec chacune des différentes concentrations de nanoparticules
d’oxyde de fer (100, 200, 300 et 500 pg Fe;O4/ml) et nous avons déterminé la respiration des

différents complexes de la chaine mitochondriale ainsi que le couplage mitochondrial.

Nos résultats montrent que l’exposition aux différentes concentrations de nanoparticules
d’oxyde de fer (100, 200, 300 et 500 pgFe;O4/ml) n’altére pas la respiration des différents
complexes de la chaine respiratoire mitochondriale (I, II, III, et IV) au niveau des
mitochondries isolées du cerveau, cceur, poumon, foie et rein, choisis du fait de leurs

capacités de détoxification de I’organisme et de leurs capacités oxydatives différentes.

En ce qui concerne les études in vitro, plusieurs parametres comme le revétement des
nanoparticules, la taille, le temps d’incubation, la concentration des nanoparticules appliquée

peuvent influencer le résultat de I’effet des nanoparticules et méritent d'étre discutés.
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En effet Ying et Hwang (2010) ont rapporté que la couche de revétement appliquée au niveau
des nanoparticules pourrait faire changer le résultat. Le facteur taille des nanoparticules
pourrait étre aussi important. Nous avons choisi les nanoparticules d’oxyde de fer (Fe;O4) de
taille 9 nm. Elles sont utilisées comme des remarquables agents de contraste qui ont le
potentiel d’améliorer 1’évaluation des métastases axillaires des ganglions lymphatiques chez
des patients atteints de cancer du sein (Harada et al., 2007). Li et al. (2012) ont montré que
des substitutes thermiques liés aux nanoparticules d’oxyde de fer (TCLSPION) avec la méme
taille que nos nanoparticules pourraient étre utilisés comme de nouvelles plateformes
d’imagerie de tumeurs et de thérapie de contrdle. Salnikov et al. (2007) ont montré que la
membrane externe mitochondriale n’est pas perméable aux particules de 6 nm alors que celles
de 3 nm entrent au niveau de I’espace inter membranaire mitochondrial des cellules

perméabilisées et des mitochondries isolées du ceeur.

Ainsi, nos nanoparticules d’oxyde de fer de taille 9 nm pourraient étre trop volumineuses pour
pénétrer la mitochondrie isolée. Nous ne pouvons pas exclure une telle hypotheése, mais
comme il a été précédemment cité, les nanoparticules peuvent montrer une toxicité

mitochondriale méme si elles ne peuvent pas entrer dans la mitochondrie (Au et al., 2007).

En ce qui concerne le facteur concentration Naqvi et al. (2010) ont montré que pour des
concentrations basses de nanoparticules d’oxyde de fer (25-200 pg/ml) incubées pendant 3h
avec les cellules de murine macrophage (J774), la viabilité cellulaire est supérieure a 95%
tandis que pour des concentrations plus forte (500 pg/ml) et une durée d’incubation plus
longue (6h), la viabilité cellulaire est réduite de 75 a 60%. Karlsson et al. (2008) ont montré
que la toxicité des nanoparticules d’oxyde de fer était absente ou trés basse au niveau des
cellules humaines épithéliales du poumon jusqu’a la concentration de 100 pg/ml et Jeng et
Swanson. (2006) ont montré que les nanoparticules Fe;O,4 n’avaient aucun effet mesurable sur
les cellules jusqu’a la concentration de 200 pg/ml et Hussain et al. (2005) ont montré que les
nanoparticules d’oxyde de fer ne montrent aucun effet aux faibles doses (10-50 pg/ml) alors

qu’elles montrent un effet toxique a des doses plus élevées (100-250 pg/ml).

Au cours de notre étude, nous avons choisi d’exposer les mitochondries des différents organes
(cerveau, cceur, poumon, foie et reins) a une large gamme de concentrations de nanoparticules
(100, 200, 300 et 500 pg Fe;04/ml). Nous avons aussi examiné I’effet dose en appliquant une
forte concentration (500 pg Fe;O4/ml).
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En ce qui concerne la durée d'exposition, Buyukhatipoglu et Clyne. (2011) ont montré que les
effets de I’exposition des cellules endothéliales aux nanoparticules d’oxyde de fer dépendent
de la formation dose et temps-dépendante des espeéces réactives a l’oxygene (ERO)
intracellulaires. La formation de ces especes augmente significativement jusqu’a une
concentration de 0,5-1,0 mg/ml d’oxyde de fer et les ERO augmentent significativement apres
2h d’exposition a 0,5 mg/ml de nanoparticules. La relative courte période d’exposition de nos
organes aux nanoparticules (30 min) pourrait expliquer I’inaltération mitochondriale observée
au niveau de notre étude. Cependant, il est important de noter qu’au niveau de 1’étude citée, la
concentration ainsi que la taille des nanoparticules (20 - 40 nm) sont beaucoup plus élevé que

celle de notre étude.

En outre, la période d’incubation varie beaucoup au niveau des données publiées, s’étendant
de 1h (Costa et al., 2010) a 24h (Hussain et al., 2005). Costa et al. (2010) ont montré que lh
d’incubation était suffisante pour que les nanoparticules d’argent puissent diminuer la
respiration mitochondriale, mais comme Steib et al. (2013) ont montré qu’il existe une
production accrue d’ERO apres une exposition de 30 min des cardiomyocytes au Diltiazem et

N-Acetylcysteine, nous avons décidé de soumettre les mitochondries a 30 min d’incubation.

En ce qui concerne le complexe IV, il pourrait y avoir besoin d’une discussion
supplémentaire. En effet, bien que nous n’observons pas de différence significative par
comparaison avec les valeurs témoins de la respiration mitochondriale, nous avons constaté
une diminution de la Vtmpd du cceur en comparant les nanoparticules Fe;O4 (200 pg/ml vs
500 pg/ml ; p<0,05) et celle de la Vtmpd du poumon en comparant les nanoparticules Fe;O4
(100 pg/ml vs 500 pg/ml ; p<0,05). D’aprés Mukhopadhyay et al. (2012), les nanoparticules
Fe;04 présentent un magnétisme considérable a température ambiante et leurs intéractions
avec le cytochrome ¢ menerait a la réduction de la protéine. De plus, les mémes traitements
ont changé 1’état redox du cytochrome ¢ (Kai et al.,, 2011) et de facon intéressante, la
concentration utilisée au niveau de cette étude était comparable a notre plus forte

concentration (0,5 mg/ml).

2) Etude 2

La deuxieme étude in vitro compare les effets potentiels des nanoparticules d’oxyde de fer sur

la mitochondrie de rats agés.
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Les résultats retrouvés pour cette étude sont completement différents de ceux retrouvés au
niveau de la mitochondrie jeune. En effet apres une incubation de 30 min avec chacune des
différentes concentrations de nanoparticules (250, 300 et 350 pug Fe3O4/ml), on observe une
altération de I’activité des complexes de la chaine respiratoire mitochondriale hépatique des

rats agés.

En effet, Shigenaga et al. (1994) ont montré que I’accumulation de fer liée a I’age augmente
le potentiel redox pour le fer et peut ainsi promouvoir le stress oxydant et des dégats
mitochondriaux. Plus récemment Seo et al. (2008) ont rapporté que I’accumulation de fer
dépend de 1’age mitochondrial et peut ainsi augmenter le dysfonctionnement mitochondrial et
les dégats oxydatifs favorisant ainsi la possibilité¢ d’apoptose. Donc, 1’age pourrait modifier la

sensibilité de la mitochondrie par rapport aux nanoparticules.

Le foie apparait comme un organe clé dans la détoxification du fer et des nanoparticules. Pour
cela, nous avons examiné et comparé les effets de trois concentrations différentes de Fe;O4
nanoparticules (250, 300 et 350 pg/ml) sur le foie de rat jeune (3mois) et de rat agé (18mois)
et plus spécifiquement nous avons examiné leur effet sur I’activité des complexes de la chaine

respiratoire mitochondriale ainsi que sur le couplage mitochondrial.

Les principaux résultats obtenus montrent que les rats 4gés sont plus sensibles aux effets des
nanoparticules d’oxyde de fer. En effet, ’activité des complexes de la chaine respiratoire
mitochondriale hépatique est altérée indépendamment de la concentration des nanoparticules
de Fes;O4 utilisées. De plus les concentrations utilisées (250, 300, and 350 pg Fe;O4/ml)
alterent aussi le couplage mitochondrial hépatique des rats dgés. Une telle altération n’est pas
observée en utilisant une solution de Fe** sous forme non particulaire de concentration 350

pug/ml.

Plusieurs études montrent que les mitochondries sont des sources majeures de production
d’especes réactives a 1’oxygene (ERO) et sont affectées durant le vieillissement (Balaban et
al., 2005). En fait, les mitochondries issues des tissus des rats agés utilisent 1’oxygene
inefficacement, ce qui détériore la synthése de I’ATP et entraine une augmentation de la
production d’oxydants (Cadenas et Davies, 2000). Le dommage oxydatif concerne

principalement les activités de transport des électrons au niveau des complexes de la
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membrane mitochondriale intérieure (Lejay et al., 2014), ce qui est spécifiquement modifié

pendant le vieillissement (Boffoli et al., 1996 ; Kwong and Sohal, 2000).

En ce qui concerne 1’effet de 1’dge per se sur la respiration mitochondriale hépatique, il existe
des études contradictoires, plusieurs études ont montré que sous ’effet de 1’age il y a eu
diminution de I’activité de transfert des électrons au niveau des complexes 1 et IV des
mitochondries des rats 4gés (30 mois) par comparaison avec celles des rats jeunes (4 mois)
(Navarro et al., 2004 ; Ventura et al., 2002). D’un autre coté, Bakala et al (2003) ont montré
I’absence de différence significative de 1’activité de la chaine respiratoire mitochondriale

entre un rat agé de 10 mois et un autre agé de 27mois quelque soit le substrat utilisé.

En ce qui concerne notre étude, on a remarqué que les nanoparticules d’oxyde de fer
n’alterent pas les différents complexes de la chaine respiratoire mitochondriale hépatique de
rats jeunes (3mois) et de méme pour le couplage mitochondrial qui a conservé des valeurs
proches de celles du témoin. Ce résultat retrouvé est en accord avec nos précédents travaux
publiés (Baratli et al., 2013). A nos connaissances, il n’existe pas de données disponibles qui
ont étudié I’effet des nanoparticules Fe;O4 sur la mitochondrie de foie de rats agés. Ceci est
particulicrement intéressant car le foie est un organe de stockage majeur de fer (Angelucci et

al., 2000 ; Wood, 2007).

De plus, les résultats obtenus sont différents quand on a appliqué les mémes concentrations de
nanoparticules Fe;O4 sur des mitochondries de foie de rats agés (18mois). En fait ces
mitochondries incubées avec des nanoparticules d’oxyde de fer a des concentrations de 250,
300, et 350 pug Fe;O4/ml ont montré une diminution significative au niveau de la Vmax, Vsucc
et la Vrmp qui correspondent a 1’activité des complexes L, II, III, et IV de la chaine respiratoire

mitochondriale et cette diminution est observable aussi pour le couplage mitochondrial.

Ce résultat peut étre expliqué par une fragilisation de la mitochondrie qui semble augmenter
avec I’age. Ainsi Navarro and Boveris. (2004) ont rapporté que les mitochondries isolées des
organes d’animaux d’age avancé vieillissent en terme cytosolique, de stress oxydant
mitochondrial avec une perte des activités enzymatiques. En plus, plusieurs études ont montré
que le vieillissement induit une perte de la fonction mitochondriale du foie des rongeurs et des
singes (Castro Mdel et al., 2012 ; Serviddio et al., 2007). De méme des études ont constaté
une accumulation du fer sur I'intégrité de la mitochondrie sous I’effet de 1’age (Seo et al.,

2008 ; Xu et al., Xu et al., 2010).
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En examinant la pharmacocinétique des nanoparticules d’oxyde de fer, Schnorr et al. (2000)
ont montré que la demi-vie et les changements de signal au niveau du sang et du foie varient
significativement avec 1’dge. Ainsi 1’accumulation du fer considéré comme une
caractéristique du processus de vieillissement (Altun et al., 2007 ; Jung et al., 2008 ; Xu et al.,
2012) pourrait étre associé avec une augmentation du fer au niveau de la mitochondrie. En
particulier dans des conditions de stress cellulaire, ceci pourrait €tre un facteur potentiel de
dysfonctionnement mitochondrial lié¢ & I’age (Bulvik et al., 2011 ; Duvigneau et al., 2008 ;

Seo et al., 2008 ; Xu et al., 2010).

Les dégats mitochondriaux sous 1’effet de I’accumulation excessive du fer apparait comme un
facteur intrinseque contribuant a la baisse de la perméabilité du pore de transition ainsi que de
la fonction mitochondriale, ce qui peut potentiellement mener a la dégénérescence cellulaire

(Chen et al., 2009 ; Gogvadze et al., 2002, 2003).

Conformément a nos données qui montrent une altération du complexe IV sous I’effet des
nanoparticules, Mukhopadhyay et al. (2012) ont montré que I’intéraction des nanoparticules
Fe;0,4 avec le cytochrome ¢ a mené a la réduction de la protéine. De plus, Kai et al. (2011) ont
montré une diminution dose dépendante du potentiel de la membrane mitochondriale apres
une exposition aux nanoparticules Fe;O4 avec une concentration de 1mg/ml. Pris dans leur
globalité, ces données confirment que 1’dge module probablement la toxicité des

nanoparticules Fe;O4 au niveau du foie.

Les résultats rapportés par Bakala et al. (2003) sont probablement l’explication de nos
résultats au moins en partie, ils ont montré que I’accumulation de protéines oxydés et de
carboxymethyl protéine possede des effets déléteres au niveau de la matrice concomitants
avec la perte de I’activité de la protéase des nanoparticules d’oxyde de fer appelés « IONPs
protease ». Ces nanoparticules pourraient affecter la capacité de la mitochondrie agée a
répondre au stress supplémentaire. D’un autre coté et pour confirmer si les effets observés
sont spécifiques a 1’oxyde de fer dans sa forme nanoparticulaire, nous avons exposé les
mitochondries hépatiques des rats 4gés a une solution de Fe™*, et de facon intéressante, aucun
effet délétére n’a ¢été observé au niveau des complexes de la chaine respiratoire
mitochondriale. Donc 1’effet hépatotoxique observé serait bien lié a la forme nanoparticulaire

de I’oxyde de fer.
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3) Etude3

En ce qui concerne la partie, in vivo, pour ¢tudier 1’état hépatique apres exposition aux
nanoparticules Fe3O4, on a mesuré les différents parametres de stress oxydant, déterminé
I’activité plasmatique des transaminases et de la lactate déshydrogénase et enfin on a réalisé

une étude histologique.

En raison de leur réactivité de surface, les nanoparticules sont suspectées et ont été parfois
démontrées comme étant capables d’induire la production d’espéce réactives de I’oxygene
(ERO) et de provoquer un stress oxydant pour la cellule (Foucaud et al., 2007; Garza et al.,
2008). Il s’agit donc actuellement d’une des principales hypotheses pour expliquer leur mode

d’action dans la cellule.

Le foie est un des organes cibles et un site important d’accumulation des nanoparticules
(Cherukuri et al., 2006; Yang et al., 2007, 2008). Plusieurs études ont rapporté que la majorité
des nanoparticules d’oxyde de fer injectées sont captées par le systeme réticulo-endothélial
(RES), en particulier au niveau des cellules du foie kupffer (Chouly et al., 1996; Okon et al.,
1994 ; Jalilian et al., 2009). De méme Wang et al. (2010) ont montré que le foie et la rate

étaient les principaux tissus et organes cibles pour les nanoparticules Fe;Os.

Par ailleurs, Briley-Saebo et al. (2004) ont montré que suite a une injection intraveineuse des
nanoparticules d’oxyde de fer (Smg/kg), il y a distribution égale des nanoparticules entre les
cellules endothéliales et les cellules de kupffer hépatiques. De plus, selon une étude de Jain et
al. (2008) les nanoparticules d’oxyde de fer injectées sont localisées a 55% au niveau du foie

6h apres 1’injection.

Les résultats de notre étude ont montré que le traitement oral aigu de rats Wistar par les
nanoparticules d’oxyde de fer Fe304 entraine une hépatotoxicité qui différe en fonction de la

dose d’administration et en fonction du temps.

En effet, I’exposition aigue aux nanoparticules d’oxyde de fer a la concentration de 40 mg
Fe304/kg induit une augmentation de la concentration du MDA hépatique, en accord avec
I’étude de Ma et al., 2012. Ce résultat pourrait étre la cause de la désintégration de la
membrane cellulaire suite au phénomene peroxydation lipidique déja constaté au niveau
histologique. Cependant, pour le traitement avec 20 mg Fe3;Os/kg, on a constaté une

diminution du taux du MDA a 5j. Ce résultat peut étre expliqué par le fait que le fer agirait
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comme étant un antioxydant vis-a-vis des membranes en les protégeant de la peroxydation.
Un tel comportement qui dépend de la dose serait lié a D’interaction du fer avec les

membranes, délicat a interpréter a cette échelle.

Les résultats obtenus montrent également qu’a la concentration de 40 mg Fe304/kg, les
nanoparticules induisent apres 24h, 48h et 5j du traitement, une augmentation de la CAT et de
la GPX. Cet effet s’expliquerait par la forte présence du peroxyde d’hydrogéne. En effet,
I’augmentation de la CAT et la GPX est associée a leurs interactions avec le H202
puisqu’elles sont responsables de son élimination. L’activité de la SOD totale est inchangée
mais cette enzyme montre une fluctuation pour la concentration 20 mg Fe304/kg. Cette
fluctuation serait due soit a une interaction directe entre le fer et les cofacteurs de la SOD a
cette concentration et/ou a une interaction indirecte dans les processus de réaction de Fenton.
Avec la dose de 40 mg Fe304/kg, il y aurait une interaction tardive vers le 30eme jour

puisque ’activité de la SOD hépatique n’a pas ¢été¢ modifiée avant cette période.

Notre étude montre donc une perturbation des parametres de stress oxydant suite au traitement
aigu aux nanoparticules d’oxyde de fer pour les deux doses utilisées (20mg Fe304/kg et
40mg Fe304/kg), qui est plus prononcée pour la forte dose. Cette perturbation est visible

surtout a 24h et Sjours post traitement.

L’explication la plus probable a cette perturbation est la surproduction d’ERO intracellulaires.
Ces ERO pourrait étre libérées suite a I’interaction entre les particules et les composants

cellulaires comme par exemple la mitochondrie ou le réticulum endoplasmique.

Les systemes de régulation sont donc dépassés et une partie des radicaux libres est alors non
consommeée : la cellule subit alors un stress oxydant. Lors de ce stress, les radicaux libres non
consommés provoquent des 1ésions directes sur les molécules biologiques (protéines, lipides,
ADN), mais aussi des lésions secondaires dues aux caracteres cytotoxique et mutagene des
métabolites libérés notamment lors de 1’oxydation des lipides (Valko et al., 2007 ; Toyokuni,
2002). A terme, cela peut provoquer la mort cellulaire (Lum et al., 2001). Ceci pourrait

expliquer la nécrose observée sur nos coupes.

On peut émettre I’hypothése que le stress oxydant pourrait étre visible par une activation des

systemes de régulation afin de contrer la surproduction d’ERO ce qui se traduit par une
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augmentation des activités enzymatiques comme la SOD, la catalase (CAT) et celle de la

peroxydation lipidique (MDA) (Podda abnd Grundmann-Kollmann, 2001 ; Sardesai, 1995).

Au niveau de notre étude, les nanoparticules utilisées sont des oxydes de fer (Fe;O,) et selon
plusieurs études, le fer étant un métal de transition, il peut produire des ERO plus
particulierement des radicaux hydroxyles en agissant comme des catalyseurs au niveau des

réactions de type Fenton (Lewinski et al., 2008 ; Risom et al., 2005).

La magnétite (Fe;O4) qui est le mélange de FeO et Fe,O3, n’est pas stable et peut facilement
subir une oxydation sous I’effet de I’air, la lumiére et I’humidité pour former la maghémite
(Fe,03)[ Fes04 + 2H — y Fe 05 + Fe** + H,0](Laurent et al., 2008) et selon la réaction de
Fenton, le H,O, se décompose, en présence d'ions ferreux (Fez+), en un ion OH" et un radical
hydroxyle (OH’) [H,O, + Fe** — OH" + OH + Fe'*](Valko., 2006). Cette réaction
s'interrompt rapidement par épuisement du fer ferreux, excepté en présence d'anion
superoxyde (0™) qui régénere Fe3+ en Fe®* selon la réaction d'Haber-Weiss [O* + Fe'*
-0, + Fez+]. Ainsi, la présence simultanée de peroxyde d'hydrogéne (H,O,), d'anion
superoxyde (O*") et de fer permet la production de radical hydroxyle (OH’). L'OH’, avec une
demi-vie de I’ordre de la nanoseconde, est la plus instable et la plus réactive de toutes les
especes dérivées de I’oxygene. La diffusion limitée de ce radical lui permet de réagir avec de
nombreuses especes moléculaires se trouvant a proximité (protéines, lipides, ADN...)
entrainant ainsi de multiples dommages cellulaires (Apopa et al., 2009 ; Puntarulo, 2005 ;
Srinivas et al., 2012). L'OH" apparait comme 1’espéce radicalaire ayant un réle majeur dans la
cytotoxicité des ERO (Kehrer, 2000). Ceci pourrait étre un mécanisme fort probable dans le

cas de notre traitement.

Parmi les mécanismes possibles expliquant ceci, est I’augmentation de la concentration du fer
dans I’organisme (Briley-Saebo et al., 2004 ; Wang et al., 2010). En effet, apres I’absorption
dans le sang, un grand nombre de nanoparticules Fe;O,4 ont été ingéré par des macrophages
mononucléaires dans le foie, ensuite, le foie a sorti le fer ferrique qui a participé au cycle du
métabolisme de fer in vivo aboutissant a une diminution de la concentration de nanoparticules
Fe;04 (Wang et al., 2010). De plus Moore et al. (2004) ont montré qu’en temps normal,
environ 80% de fer sont combinés avec la transferrine et entrent dans la moelle osseuse et
participent a la syntheése de réticulocytes. Puis environ 4 a 6 jours plus tard, ce fer entre a la

circulation de nouveau, menant a augmenter la teneur en fer dans le sang. Un dosage du fer,
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de la transferrine et de la ferritine serait nécessaire pour mieux comprendre ce mécanisme

cytotoxique.

La déplétion des groupements sulthydriles enregistré, renseigne sur I’état du pouvoir
réducteur de la cellule qui concerne surtout le taux de GSH réduit. Cette déplétion explique

1’état des stress oxydant observé.

Les transaminases sont présentes dans tous les tissus, mais leur présence dans le sang a une
concentration élevée est souvent liée a des maladies du myocarde (infarctus) ou du foie
(nécrose, hépatite). Dans ces cas, les niveaux sériques des transaminases sont augmentés. Cet
effet est retrouvé au niveau de nos résultats pour 1’activité de ’aspartate amino transférase
(ASAT) qui montrent une augmentation significative 5 jours apres gavage des nanoparticules
d’oxyde de fer au niveau des groupes de rats traités avec 20 mg Fe304/kg et 40mg Fe;O4/kg.

Par ailleurs, Jain et al. (2008) ont montré une augmentation significative du taux de ’ASAT
24h apres injection des nanoparticules Fe,Os chez des rats Sprague-Dawley. Cependant les
mémes auteurs n’ont pas enregistrés des modifications dans I’activité de ’ALAT. Aussi
Kumari et al. (2013) ont montré une augmentation significative du taux d’ASAT aux doses de
1000 mg/kg et 2000 mg/kg pour un traitement oral aigu avec des nanoparticules Fe203, alors
que le taux d’ALAT a augmenté significativement a seulement la dose de 2000 mg/kg. De
méme Lin et al. (2008) apres administration par gavage pendant 4 semaines de nanoparticules

Fes;04 ont montré des taux d’ALAT et d’ASAT plus élevés que ceux des témoins.

Le dosage du lactate déshydrogénase (LDH) est souvent utilisé pour détecter des atteintes
tissulaires au niveau du foie, du poumon et des muscles. Une augmentation de la LDH dans le
sérum reflete une cytolyse tissulaire. En effet une étude réalisée par Kumari et al. (2013) a
montré que 1’exposition aux nanoparticules induit une élévation dose-dépendant du taux de
LDH, ce qui entraine des altérations tissulaires. Dans notre étude les résultats obtenus
montrent une augmentation significative du taux de LDH a Sjours post gavage au niveau du
groupe traité avec 40 mg/kg de nanoparticules Fe;O4 alors que celui traité avec 20 mg/kg, ne
montre aucune modification. L’altération de I’activité des transaminases et de LDH observée
dans notre étude confirme la lyse tissulaire observée sur nos coupes histologiques.

En effet, cette étude a révélée que l'exposition aigue aux nanoparticules d’oxyde de fer
entraine une réponse inflammatoire périvasculaire au niveau du foie qui se traduit plus
tardivement par l'apparition de figures nécrotiques dont l'intensité dépend de la dose

administrée et du temps. Ces résultats obtenus sont concordants avec des études réalisées avec
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les nanoparticules Fe;O4. En effet Lin et al. (2008) ont montré une 1égere hépatotoxicité avec
une dégénérescence hépatique avec quelques infiltrations observées lors de [’analyse
pathologique. De méme Ma et al. (2012) ont montré que les souris traitées avec les
nanoparticules Fe3O4 ont subi sur le plan histologique des dégats hépatiques plus grands avec

des doses de nanoparticules croissantes.

Si les nanoparticules d’oxyde de fer (Fe;O4) ne présentent pas de toxicité au niveau des
mitochondries isolées a partir d’organes jeunes, il n’en est pas de méme au niveau du foie
chez des animaux plus agés. L’atteinte mitochondriale hépatique observée in vitro pourrait

survenir en lien avec I’altération des capacités antioxydantes observées in vivo.
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Le travail effectué au cours de cette these a permis de caractériser les nanoparticules utilisées

et d’étudier leurs effets sur le plan in vivo et in vitro.

Les nanoparticules utilisées sont les nanoparticules d’oxydes de fer et plus spécifiquement la

magnétite Fe;Oy.

Les études de caractérisation des nanoparticules d’oxyde de fer (Fe;O4) par la technique de
diffraction des rayons X et la technique de microscopie électronique a transmission montrent
que les particules sont sphériques, faiblement agglomérées, avec une taille nanométriques de

diametre moyen de 9 nm et possedent une structure de type spinelle.

In vivo, le traitement oral aigu de rats Wistar par les nanoparticules d’oxyde de fer entraine
une perturbation des parametres du stress oxydant qui differe en fonction de la dose

d’administration et en fonction du temps.

Cette perturbation se traduit pour la dose de 20 mg/kg, par une diminution de la superoxide
dismutase (SOD) a 24h, la peroxydation lipidique (MDA) a 5j, le taux des groupements
sulthydriles a 5j et une augmentation de la catalase (CAT) a 24h. En ce qui concerne la dose
de 40 mg/kg, on remarque une diminution de la SOD a 30j, le taux des groupements

sulthydriles a 48h et une diminution de la GPX, CAT et la MDA a 24h.

L’évaluation biochimique de I’atteinte hépatique apres exposition aux nanoparticules Fe304
montre que I’activité de 1’aspartate amino transférase présente une augmentation a 5j post
traitement pour les deux doses administrées (20 mg/kg, 40 mg/kg) alors que ’activité de
I’alanine amino-transférase, elle n’est pas affectée pour les mémes doses. En ce qui concerne
I’activité du lactate déshydrogénase (LDH) on remarque qu’elle présente qu’une

augmentation a 5j pour la dose de 40 mg/kg.

En corrélation avec les perturbations des parametres du stress oxydant, on assiste a une
atteinte hépatique qui diffeére en fonction de la dose d’administration et en fonction du temps.
En effet, 1'analyse histopathologique révele que l'exposition aigué aux nanoparticules d’oxyde
de fer entraine une réponse inflammatoire périvasculaire au niveau du foie qui se traduit plus
tardivement par l'apparition de figures nécrotiques dont l'intensité dépend de la dose

administrée.
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En effet, chez les rats traités avec 20 mg Fe;Os/kg, on note l'apparition d’infiltrations
inflammatoires apres 24h de I'exposition et qui s'accentuent vers le S5éme jour alors que pour
les rats recevant 40 mg Fe;O4/kg, on observe une inflammation vers 24 h qui atteint un pic
vers 48 h. On observe également pour la dose de 40 mg Fe;O4/kg une nécrose focale a partir

de 24h qui devient zonale vers le 15¢me jour post-exposition.

In vitro, le traitement par les nanoparticules d’oxyde de fer a été subdivisé en deux parties :
une premicre partie est consacrée pour I’étude des effets de la magnétite sur les mitochondries
isolées de plusieurs organes de rat (cerveau, cceur, poumon, foie et rein) et une deuxieme
partie réalisée pour dtudier I'effet de I’age sur la toxicité mitochondriale hépatique des

nanoparticules Fe;Oy.

En ce qui concerne la premiere partie, on constate que les nanoparticules d’oxyde de fer
(Fe;04) n’alterent pas les différents complexes de la chaine respiratoire mitochondriale (I, II,
III, et IV) au niveau des mitochondries isolées a partir des cinq organes étudiés (Cerveau,
Cceur, Poumon, Foie et Reins) quelque soit la concentration utilisée (100, 200, 300 and 500
pg/ml) et de méme pour le couplage mitochondrial. Ces cinq organes ayant été choisis vu
leurs capacités de détoxification de 1’organisme et de leurs capacités oxydatives différentes

(Baratli Y et al., Toxicol In Vitro 2013, 27:2142-2148).

Pour la deuxieme partie, nous avons montré pour la premiere fois que les rats agés sont plus
susceptibles a I’exposition des nanoparticules d’oxyde de fer en termes de respiration et de
couplage mitochondrial. Ce tavail confirme nos résultats initiaux trouvés dans la premicre
partie sur le foie « jeune » . L’age sera donc un élément déterminant a prendre en compte lors
des analyses ultérieures de toxicité ainsi que dans les études précliniques et cliniques

d’agents de contraste a I’état nanoparticulaire (Baratli Y et al., Biomed Res Int 2014, 474081).

En perspective, la partie, in vivo, peut étre complétée par un traitement aigu de rats Wistar par
les nanoparticules d’oxyde de fer en utilisant les mémes concentrations (20 mg/kg, 40 mg/kg)
sur un autre organe comme par exemple le rein et faire ainsi une comparaison des effets des

nanoparticules Fe;Oy sur les différents parametres du stress oxydant.

En ce qui concerne la partie, in vitro, elle peut €tre complétée par une culture cellulaire

comme étudier les effets des nanoparticules Fe;O4 sur des myoblastes et étudier leurs effets
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sur la respiration mitochondriale, la production des radicaux libres ainsi que la mesure du

potentiel membranaire.
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Abstract

Keywords

N,N’-Bis[1-aryl-3-(piperidine-1-yl)propylidene]hydrazine dihydrochlorides were synthesized by
the reaction of 2 mols of 1-aryl-3-(piperidine-1-yl)-1-propanone hydrochlorides with 1 mol of
hydrazine hydrate. Aryl part was C¢Hs (P1), 4-CH3CgH,4 (P2), 4-CH50CgH, (P3), 4-HOC¢H, (P4),
4-ClCgH4 (P5), 3-CH30CgH,4 (P6), 4-FCgH, (P7) and 4-BrCgH, (P8). Except P1, all compounds were
reported for the first time. The chemical structures were confirmed by UV, 'H NMR, "3C NMR
and HRMS spectra. P1, P2, P7 and P8 against human hepatoma (Huh7) cells and P1, P2, P4, P5,
P6, P7 and P8 against breast cancer (T47D) cells have shown cytotoxicity. P1, P2 and P7 had
more potent cytotoxicity against Huh7 cells than the reference compound 5-FU, whereas only
P2 was more potent than the 5-FU against T47D cells. Representative compound P7 inhibited
the mitochondrial respiration at 144, 264 and 424 uM concentrations dose-dependantly in liver
homogenates. The results suggest that P1, P2, P7 and P8 may serve as model compounds for
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further synthetic studies.

Introduction

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the fifth most common
neoplasm in the world and it ranks at third place in the list of
cancer-related mortality'. As HCC is usually asymptomatic in
the early stages, it is diagnozed at an advanced stage™*.
Furthermore, for most patients with HCC, surgery is the only
curative treatment procedure, because HCC cells have high
resistance to chemotherapeutic agents, so treatment options of
HCC is very limited®. On the other hand, breast cancer is the
leading cause of cancer death among women with approximately
a million new cases each year®. Despite some therapy options
such as surgery, chemotherapy, endocrine and radiation therapy in
the treatment of breast cancer, several side effects and drug
resistance to chemotherapeutic agents are often encountered
problems in the course of therapy’. Therefore, it is necessary to
develop novel approaches and discover new drug candidates that
can be used in the treatment of HCC and/or breast cancer.
Mannich bases are synthesized by using a compound contain-
ing a reactive hydrogen atom, formaldehyde and a secondary
amine in general. This process is known as the Mannich reaction®.

They have various biological activities such as cytotoxic9_13,

Address for correspondence: Prof. Dr Halise Inci Gul, Department of
Pharmaceutical Chemistry, Faculty of Pharmacy, Ataturk University,
25240, Erzurum, Turkey. Tel: +90 442 2325203. Fax: +90 442 2360962.
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anti-cancer®, anti-inflammatory'#, anti-convulsant'> and anti-

fungal'®!” activities. Their cytotoxic activities may be attributed
to the o,B-unsaturated ketone, which is available in the chemical
structure of the compound or is produced by deamination process
in vivo or under simulated conditions in vitro'®>° or inhibition of
mitochondrial respiration®'*?.

In the 1920s, Warburg et al.®> showed that tumour cells
produce large quantities of lactic acid from glucose via the
glycolytic pathway, even under aerobic conditions. It has been
proposed that this so-called ‘‘aerobic glycolysis’ and  the
consequent export of lactic acid leads to the low extracellular
pH (pHe) characteristic of solid tumours. More recent works
suggest that other metabolic pathways may also contribute to acid
production®**. Alternatively, the pHe of solid tumours may be
independantly regulated in vivo because it is an intrinsic part of
the tumour phenotype®®. A theoretical model has proposed that a
low pHe may confer survival and growth advantages for tumour
cells at the expense of the surrounding normal cells®’ and in vitro
studies have shown that a low pHe favours metastatic behaviour
and production of angiogenic factors by human cells**°. In any
case, as the intracellular pH (pHi) is tightly controlled and
maintained at neutral or slightly alkaline levels, the low pHe of
solid tumours leads to a pH gradient (pHe—pHi) across the plasma
membrane, which is the reverse of that found in normal tissue’’.
This reverse or negative pH gradient (A pH) can also have import-
ant consequences for the effective delivery of chemotherapeutic
drugs from the blood stream to the tumour intracellular space3 0
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A large —A pH has been shown to be an important determinant
for tumour cell uptake of the anti-cancer drug 5-fluorouracil®**?,
and a low pHe favours cellular uptake of other chemotherapeutic
drugs that are weak acids, such as chlorambucil, or reduces uptake
of weak bases such as mitoxanthrone®**3°.

The pH of tumours grown s.c. from 30 human tumour
xenograft lines in rats were analysed with the use of H™ ion-
sensitive semi-microelectrodes prior to and following stimulation
of tumour cell glycolysis by intravenous infusion of glucose.
Without exception, all xenografts responded to the temporary
increase in plasma glucose concentration by an accumulation of
acidic metabolites, as indicated by a pH reduction to an average
value of 6.43 from 6.83. This pH value corresponds to a ten-fold
increase in H' ion activity in tumour tissues as compared to
arterial blood>®. If this is the case, tumour-selective activation of
pH-sensitive anti-cancer agents, e.g. alkylating drugs, acid-labile
prodrugs or pH-sensitive immunoconjugates may thus be feasible
in a wide variety of human cancers.

Hydrazones are a special group of compounds in the Schiff
base family among condensation compounds which are synthe-
sized with aldehyde or ketones and amine derivatives in organic
chemistry. A great attention has been focused on hydrazones
for many researchers because of their various biological
activities such as anti-microbial, anti-fungal, anti-inflammatory
anti-tubercular, anti-convulsant, anti-tumoural and anti-viral
activities®’.

Some polymeric micellar drug delivery systems having
hydrazone structure were developed for the delivery of doxorubi-
cin®®. Hydrazone bond was included as it is cleavable under
biologically relevant conditions under slightly acidic conditions
(pH ca. 5, typical of the interstitial space of most solid tumours
and of the endosomal environment) and is relatively stable under
neutral conditions in blood plasma (pH 7.4)***°. It was expected
that this should minimize the release of toxic-free doxorubicin
during delivery into tumour tissue and thus decrease side effects
and increase the range of doses exploitable in therapy. In another
study, the anti-cancer drug, adriamycin is conjugated to the core-
forming segments through the hydrazone linkers that are stable
under physiological conditions (pH 7.4), but cleavable under
acidic intracellular environments in endosomes and lysosomes
(pH 5-6)*".

Considering above mentioned problems and the logic explained,
the design and synthesis of hydrazones of some Mannich
bases, N,N’-bis[1-aryl-3-(piperidine-1-yl)propylidene]hydrazine
dihydrochlorides, were considered to develop new anti-cancer
drug candidates. These compounds were designed as
bi-functional alkylating agents and prodrug of Mannich bases,
which can provide o,B-unsaturated ketones responsible for the
cytotoxicity of them following hydrolysis of hydrazone in acidic
environment of cancer cells to produce 2 mols of mono
Mannich bases from 1 mol of hydrazone compound first. Then,

Pim-P8m
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they undergo deamination to produce o,B-unsaturated ketones
which alkylate thiols. Another approach can be deamination of
hydrazone first and then reaction of the product generated with
cellular thiols by alkylation to produce cytototoxicity.

In addition, as it was previously shown that cytotoxic Mannich
bases derived from styryl ketones inhibit mitochondrial respir-
ation in rat liver cells®>">*. Inhibition of mitochondrial respiratory
chain by the representative compound P7 was also tested in liver
homogenate to elucidate the possible mechanisms of actions of
the acid-sensitive hydrazones derived from mono Mannich bases.

Experimental
Chemistry

Melting points were determined on an Electrothermal 9100
melting point apparatus (IA9100, Electrothermal, Essex, UK). 'H
(400MHz) and °C (100MHz) NMR spectra were recorded
employing a Varian 400 MHz FT spectrometer (Danbury, CT) for
hydrazone derivatives P1-P8, while '"H (60 MHz)-NMR spectra
were recorded on a Varian EM-360 spectrometer for precursor
mono Mannich bases PIm—P8m. NMR spectra of P1-P8 were
measured in MeOH-d, solutions using tetra methyl silane as an
internal standard and chemical shifts are reported as parts per
million (§) while CDCl; was used for PIm-P8m. Coupling
constants (/) are reported in Hertz. HRMS were recorded on a V6
Waters Micromass ZQ (Waters Corporation, Milford, MA) and
UV spectra were taken on a Thermo Electron HeAios (o) (UVA
114903, Cambridge, UK) spectrophotometer for hydrazone
derivatives. Synthetic starting material, reagents and solvents
were purchased from Merck-Schuchardt (Hohenbrunn, Germany),
Riedel-de Haén (Seelze, Germany), J.T. Baker Chemical
Company (Phillipsburg, NJ), Fluka AG (Buchs, Switzerland),
Acros Organics Chemical Co. (Fair Lawn, NJ) and Sigma-Aldrich
Chemical Co. (St. Louis, MO).

General procedure for the synthesis of precursor mono Mannich
bases, 1-aryl-3-(piperidine-1-yl)-1-propanone hydrochlorides,
(PIm—P8m)

Except P2m, the mixture of corresponding acetophenone,
paraformaldehyde and piperidine hydrochloride in 1:1.5:1 mol
ratio was dissolved in ethanol. A few drops of HCl (37%) was
added into this mixture. Reaction content was refluxed for
sometime. Solvent was removed under vacuum. The residue
obtained was crystallized from suitable solvent. Crystals formed
were filtered, washed with diethyl ether, dried and crystallized.
The amount of suitable ketone (mmol), heating period (h),
melting point (°C), crystallization solvent and yield (%) of the
compounds P1m-P8m (Scheme 1) were as follows: Plm
(20mmol, 9h, 191-194°C, methanol, 69%), P2m (8 mmol,
22h, 182-187°C, methanol-ether, 25%), P3m (30 mmol, 4h,

— 4 \
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Scheme 1. Synthesis of N,N’-Bis[1-aryl-3-(piperidine-1-yl)propylidene]hydrazine dihydrochlorides, P1-P8. Reagents and conditions: (a)
paraformaldehyde, piperidine HCI, HCI (37%) and EtOH, 4-9 h, for P1m, P3m-P8m; acetic acid (99%), 22 h, for P2m; (b) Ethanolic acetic acid
(3% wIv), hydrazine hydrate for P1-P§. R;=R,=H (P1); R, =CH;, R,=H (P2); R, =CH30, R, =H (P3); R, =OH, R, =H (P4); R, =CI,R,=H

(P5); Ry =H, R, =CH;0 (P6); R, =F, R,=H (P7); R, =Br, R,=H (P8).
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215-218°C, ethanol, 32%), P4m (30mmol, 4h, 224-226°C,
ethanol, 33%), P5m (20 mmol, 9h, 196-198 °C, methanol-ether,
48%), Pém (30 mmol, 8 h, 152—-155 °C, ethanol-ether, 45%), P7m
(20mmol, 8h, 173-177 °C, methanol, 21%), P8m (20 mmol, 8 h,
205-207 °C, methanol, 41%). As precursor Mannich bases were
registered in literatures with their melting points4245, NMR data
of them was not reported here. In the case of P2m, the mol ratio
of ketone, aldehyde and amine was 1:2:1. Acetic acid (99%,
30ml) was used instead of ethanol. After refluxing 22h, the
solvent was evoporated in vacuo and diethyl ether was added into
the residue and the mixture was cooled for one night at 4°C.
The precipitated compound was filtered, dried and crystallized
from methanol-diethyl ether.

General procedure for the synthesis of hydrazones, N,N'-bis[1-
aryl-3-(piperidine-1-yl)propylidene Jhydrazine dihydrochlorides
(P1-P8)

A solution of hydrazine hydrate (1 mol ratio) in ethanol was
added to a solution of mono Mannich base (2mol ratio) in
ethanolic acetic acid (3% w/v). The mixture was stirred at room
temperature for 17-26h. The precipitated compound was
filtered, dried and crystallized from suitable solvent to give
the corresponding hydrazone derivatives. The crystals formed
were filtered and dried at room temperature. Experimental data
of P-series hydrazone compounds, P1-P8 (Scheme 1) are shown
in Table 1.

N,N'-bis[ I-phenyl-3-(piperidine-1-yl)propylidene [hydrazine dihy-
drochlorides (P1). Yield: 57%. M.p. 185-189°C. UV \Me0H
(log ¢) 303 (4.22) nm. 'H NMR (MeOH-d,) & 1.80-1.95 (m,
12H), 2.97 (m, 8H), 3.54-3.63 (m, 8H), 7.51-7.56 (m, 8H), 8.03—
8.06 (m, 2H); '>°C NMR (MeOH-d,) & 21.39, 23.05, 23.74, 53.15,
53.5, 127.39, 128.92, 131.09, 136.05, 163.27. HRMS: 431.32

(M), 43232 M+ 1)".

N,N'-bis[1-(4-methylphenyl)-3-(piperidine-1-yl)propylidene]
hydrazine dihydrochlorides (P2). Yield: 9%. M.p. 207-210°C.
UV \MeOH (100 £) 313 (4.28) nm. "H NMR (MeOH-d,) 5 1.85 (m,
12H), 2.41 (s, 6H), 2.99 (m, 8H), 3.52-3.63 (m, 8H), 7.35 (d,
J="1.7Hz, 4H), 7.94 (t, J = 8.4 Hz, 4H); *C NMR (MeOH-d,) &
20.23, 21.41, 23.05, 23.61, 53.14, 53.67, 127.36, 129.53, 133.33,
141.77, 163.08. HRMS 459.35 (M), 460.35 M + 1)™.

N,N'-bis[ 1-(4-methoxyphenyl)-3-(piperidine-1-yl)propylidene]

hydrazine dihydrochlorides (P3). Yield: 72%. M.p. 214-217 °C.
UV AMeOH (log ¢) 276 (4.38) nm. 'H NMR (MeOH-d,) & 1.85-
1.92 (m, 12H), 3.30 (m, 8H), 3.49-3.58 (m, 8H), 3.88 (s, 6H),
7.04 (d, J=9.2Hz, 4H), 8.03 (d, J=8.8Hz, 4H); ’C NMR
(MeOH-d4) 6 21.43, 23.04, 32.38, 52.41, 53.59, 54.95, 113.86,
129.02, 130.51, 164.62, 195.17. HRMS 491.34 (M™), 492.34

M+ DT
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N,N'-bis[ 1-(4-hydroxyphenyl)-3-(piperidine-1-yl)propylidene]

hydrazine dihydrochlorides (P4). Yield: 64%. M.p. 219-221°C.
UV A\MeOH (1og £) 281 (4.36) nm. '"H NMR (MeOH-d,) § 1.89 (m,
12H), 3.30 (m, 8H), 3.50-3.53 (m, 8H), 6.87 (d, /= 8.8 Hz, 4H),
7.94 (d, J=8.8 Hz); '>°C NMR (MeOH-d,) § 21.43, 23.04, 32.21,
52.48, 53.57, 115.22, 127.92, 130.75, 163.20, 195.07. HRMS

463.30 (M™).

N,N'-bis[ 1-(4-chlorophenyl)-3-(piperidine-1-yl)propylidene]
hydrazine dihydrochlorides (P5). Yield: 48%. M.p. 184—189°C.
UV AMeOH (1og £) 254 (4.32), 311 (4.06) nm. '"H NMR (MeOH-
dy) 8 1.57-1.93 (m, 12H), 3.04-3.15 (m, 8H), 3.51-3.63 (m, 8H),
7.55 (d, J=7.7Hz, 4H), 8.04 (d, J=8.8Hz, 4H); °C NMR
(MeOH-d,) 6 21.41, 23.06, 32.93, 52.15, 53.64, 128.96, 129.78,
134.7, 139.99, 195.5. HRMS 499.24 (M), 501.24 M +2)".

N,N'-bis[ 1-(3-methoxyphenyl)-3-(piperidine-1-yl)propylidene]
hydrazine dihydrochlorides (P6). Yield: 88%. M.p. 187-192°C.
UV A MOl (Jog ¢) 251 (3.94), 308 (3.67) nm. '"H NMR (MeOH-
dy4) 6 1.84 (m, 12H), 3.26 (m, 8H), 3.53-3.59 (m, 8H), 3.88 (s,
6H), 7.13 (dd, J=8.3, 2.6 Hz, 2H), 7.46 (t, J=8.1 Hz, 2H), 7.55
(t, J=2.2Hz, 2H), 7.58 (td, J=7.7, 2.6 Hz); '*C NMR (MeOH-
dy) O 21.4, 23.03, 23.91, 53.19, 53.55, 54.96, 113.01, 116.38,
119.83, 130.1, 137.4, 160.44, 163.01; HRMS 49134 (M™),
49234 M+ 1",

N,N'-bis[1-(4-fluorophenyl)-3-(piperidine-1-yl)propylidene]
hydrazine dihydrochlorides (P7). Yield: 12%. M.p. 204-209 °C.
UV \MeOH (1og ¢) 306 (4.30) nm. '"H NMR (MeOH-dy) & 1.80—
1.86 (m, 12H), 2.99 (m, 8H), 3.52-3.60 (m, 8H), 7.27 (t,
J=28.8Hz, 4H), 8.11 (d, J = 8.8 Hz, 4H); '*C NMR (MeOH-d,) &
21.42, 23.05, 23.72, 53.18, 53.4, 115.91, 129.9, 132.37, 163.61,
166.11. HRMS 467.3 (M™"), 468.3 M+ )",

N,N'-bis[1-(4-bromophenyl)-3-(piperidine-1-yl)propylidene]
hydrazine dihydrochlorides (P8). Yield: 14%. M.p. 195-199 °C.
UV AMeOH (1og ¢) 263 (4.13), 313 (4.30) nm. '"H NMR (MeOH-
dy) 6 1.84-2.01 (m, 12H), 3.03 (m, 8H), 3.50-3.61 (m, 8H), 7.72
(d, J=8.8Hz, 4H), 7.96 (d, J=8.8 Hz, 4H); °C NMR (MeOH-
dy4) 8 21.39, 23.04, 32.84, 52.12, 53.66, 128.67, 129.82, 132.03,
135.04, 195.71. HRMS 587.14 (M), 589.14 (M +2)", 591.14
M+4)".

Cytotoxic activity assay

Hydrazone compounds, P1-P8 and 5-FU, which was used as
positive control compound, were tested against human hepatoma
(Huh7) and breast cancer (T47D) cells by NCI-60
SulforhodamineB Assay*®*’ to identify the compounds with
growth-inhibitory activity. Briefly, T47D and Huh7 cells (5000 or
10000) were inoculated into 96-well plates in 100 pl of standard
DMEM medium (Gibco-Invitrogen Corp., Grand Island, NY) 24 h

Table 1. Experimental data of P series hydrazone compounds, P1-P8 (Scheme 1).

Compound Formula MW Reaction time (h) Crystallization solvent Yield (%) Melting point (°C)
P1 CogHy0ClLNy 502.26 17 Ethanol 57 185-189*
P2 C30H44C12N4 530.29 23 Ethanol 9 208-210
P3 C30H44CLLN4O, 562.28 18 Methanol 72 214-217
P4 CygHy0C1LN4O, 534.25 18 Ethanol 64 219-221
Ps CogH35CI14Ny 570.19 18 Ethanol 48 186-189
P6 C30H44C1LN4O, 562.28 26 Chloroform 88 190-192
P7 CogH33CLF,Ny 538.24 26 Chloroform/methanol 12 204-209
P8 C,3H3gBr,CIL,N, 658.08 20 Ethyl acetate/methanol 14 195-199

#Reported melting point of P1 was 172.5-175°C>%
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prior to treatment with the compounds in increasing concentra-
tions (2.5, 5, 10, 20, 40 uM). After 72h of treatment, the cell
culture medium was discarded and the cells were washed with 1x
PBS (CaCl,-, MgCl,-free) (Gibco, Invitrogen). Then cells were
fixed by gentle addition of 50 pl of ice-cold 10% (w/v) trichloro-
acetic acid (MERCK) for 60 min at 4 °C. After fixation, cells were
washed with distilled water and dried in air. The cells were
stained using 50 ul of a 0.4% (m/v) of sulforhodamine (Sigma-
Aldrich) in 1% acetic acid solution at room temperature for
10 min. Extra unbound dye was washed five times with 200 pl of
1% acetic acid and air-dried. Sulforhodamine stain, which was
bound to cellular proteins, was then solubilized by adding 200 pl
of 10mM Tris-base solution and the absorbance was acquired at
515 nm. Absorbance values of the compounds were normalized to
their corresponding controls (DMSO). The ICs, values were
calculated as previously described*®. The ICs, values reported are
the average of two independent determinations which differed by
<10%.

Inhibition of mitochondrial respiration assay
Animals

Experiments were performed on nine adult male Wistar rats (8-
week-old), housed in a thermo-neutral environment (22 +2°C),
on a 12:12 h photoperiod, and provided food and water ad libitum.
This investigation was carried out in accordance with the Guide
for the Care and Use of Laboratory published by the US National
Institute of Health and approved by the institutional animal care
commitee (NIH publication No. 85-23, revised 1996). Animals
were submitted to a general anaesthesia with isoflurane and the
liver was excised and immediately used for the study of
mitochondrial respiration.

Study of mitochondrial respiration

Isolation of liver mitochondria. ~ All operations were carried out at
4°C. Liver was finely minced in ice-cold isolation buffer (50 mM
Tris, 1 mM EGTA, 70 mM Sucrose, 210 mM Mannitol, pH 7.4 at
4°C) and then homogenized with a Potter—Elvehjem device. The
homogenate was centrifuged at 1300g for 3min at 4°C. The
supernatant was centrifuged at 10000g for 10min at 4°C to
sediment mitochondria. Finally, the mitochondrial pellet was
washed twice and then suspended in 50 mM Tris, 70 mM Sucrose,
210 mM Mannitol, pH 7.4 at 4°C. Protein content was routinely
assayed with a Bradford assay using bovine serum albumin (BSA)
as a standard*’. Mitochondria were kept on ice until use.

Measurement — of the mitochondrial respiratory  chain
complexes. Mitochondrial respiration was measured using a
Clark-type electrode (Strathkelvin Instruments, Glasgow, UK) as
previously reportedso. Before oxygraph measurement, 3ml of
solution M (100 mM KCI, 50 mM Mops, 1 mM EGTA, 5 mM Kpi,
1 mg/ml BSA) was added to the oxygraph chambers for 10 min
then, 0.15mg of isolated liver mitochondria were introduced
with 10mM glutamate and 2.5 mM malate and the temperature
was maintained at 25°C. After that, succinate (25mM) and
adenosine diphosphate were added. Mitochondrial respiration in
these conditions allowed determining the activities of the
complexes I, II, III and IV (Figure 2). After that, the represen-
tative Fluor-bearing compound P7 was added at different
concentrations.

Results are expressed as mean 4 SEM. Statistical analyses
were performed using one-way ANOVA followed by a
Newman—Keuls post-test. (GraphPad Prism 5, Graph Pad
Software, Inc., San Diego, CA). Statistical significance required
a p<0.05.

J Enzyme Inhib Med Chem, Early Online: 1-7
Results

In this study, hydrazone compounds P1-P8 bearing a piperidine
moiety were synthesized as presented in Scheme 1 for the first
time, except compound P1. Experimental data of P-series of
compounds are presented in Table 1. Compounds were obtained
with the yield of 9-88%. The chemical structures of newly
synthesized compounds were assigned on the basis of their
spectroscopic data such as UV, '"H NMR and '*C NMR and
HRMS. Spectral data are presented at the experimental section.
Spectral data of the compounds were in accordance with the
chemical structures of the compounds synthesized.

All the synthesized compounds having the chemical structure
of N,N'-bis[1-aryl-3-(piperidine-1-yl)propylidene]hydrazine dihy-
drochlorides were evaluated against the human hepatoma cells
(Huh7) and breast cancer cells (T47D) in terms of cytotoxic
activity. The cytotoxicity of the compounds and reference
compound 5-FU are listed in Table 2 in terms of the inhibitory
potencies (ICso, uM).

Hydrazone compounds, P1 (4.86 times), P2 (10.08 times), P7
(5.26 times) and P8 (1.07 times, almost equal to 5-FU) had higher
cytotoxic potency than the reference compound, 5-FU, against
Huh7 cells. Of the compounds synthesized, only P2, a 4-methyl
derivative, had more potent cytotoxic activity than 5-FU against
T47D cells (1.45 times). The representative cytotoxic compound
P7 inhibited the mitochondrial respiration significantly at 144,
264 and 424 pM concentrations dose-dependantly in liver hom-
ogenates (Figure 1).

Table 2. Cytotoxic activity of hydrazones P1-P8
(Scheme 1), against Huh7 and T47D cells (ICsq, pM).

Compound Huh7 T47D
P1 8.66 19.90
P2 4.18 4.83
P3 * *
P4 * 51.59
P5 * 114.93
P6 * 229.82
P7 8.01 10.05
P8 39.50 16.09
5-FU 42.12 7.0

5-FU, 5-Fluorouracil; *, no inhibition.
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Figure 1. In vitro effects of increasing concentrations of P7 on rat liver
mitochondrial respiratory chain. p<0.05 (one-way ANOVA followed
by Tukey).
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Figure 2. Schematic representation of the mitochondrial respiratory chain
with specific substrates and inhibitors (modified from a previous
study53). CI, complex I; CII, complex II; CIII, complex III; CIV,
complex IV; TMPD, N,N,N',N’-tetramethyl-p-phenylenediamine dihy-
drochloride; H, proton.

Discussion

In this study, hydrazone compounds were designed as acid-
sensitive compounds targeting cancer cells that have lower pH
value than corresponding normal tissues. There are three
suggested mechanisms of action for the cytotoxicity of designed
chemical structures®>*: firstly, hydrazone compounds may
undergo deamination to produce N,N’-bis(1-aryl-
propylidene)hydrazine, then interact with cellular thiol to form
cytotoxicity. Secondly, hydrazone compound undergoes hydroly-
sis at the acidic pH of cancer cells to produce 2 mols of mono
Mannich bases (Pm-Series) from 1 mol of hydrazone (P-Series)
first, then they may undergo deamination to produce biologically
active species o,f-unsaturated ketones, which alkylate cellular
thiols to produce cytotoxicity. Thirdly, inhibition of mitochondrial
respiration by the compounds.

The chemical structures of newly synthesized compounds were
assigned on the basis of their spectroscopic data such as UV, 'H
NMR and '*C NMR and HRMS. Spectral data are presented in
the experimental section. Spectral data of the compounds were in
accordance with the chemical structures of the compounds
synthesized. As an example, compound P1’s spectral data can
be summarized. When examined, the '"H NMR spectrum of P1,
the protons on the phenyl ring in the molecule were observed as 2-
hydrogen-multiplet and 8-hydrogen-multiplet in 6 8.03—8.06 ppm
and & 7.51-7.56 ppm, respectively. The protons belonged to
ethylene chain between nitrogen atom of piperidine ring and
carbon atom of imine group gave 8-hydrogen multiplet in &
3.54-3.63 ppm. The protons of methylene group next to the
nitrogen atom in piperidine ring were observed in § 2.97 ppm as
8-hydrogen multiplet. The other protons of piperidine ring gave
12-hydrogen multiplet in & 1.80-1.95ppm. In 13C NMR
spectrum, the carbon signal belonged to the imine group,
which has shown that expected structure had synthesized, was
observed in 6 163.27 ppm and it was the most important signal
of the spectrum. The signal observed in 6 136.05 ppm belonged
to carbons of phenyl ring next to the imine group. The signals of
other protons of phenyl ring was in & 131.09 ppm, & 128.92 ppm
and 6 127.39 ppm. The carbon atoms of methylene group next to
nitrogen atom in piperidine ring gave signals of & 53.50 ppm.
The carbon atoms of ethylene chain next to nitrogen atom of
piperidine ring was observed at § 53.15 ppm, while the signal of
carbon atoms in the same ring next to the imine group was in
& 23.74ppm. The carbon atoms on the position 4 according to

Synthesis of new N,N'-bis[ I-aryl-3-(piperidine-1-yl)propylidene Jhydrazine dihydrochlorides 5

the nitrogen atom of piperidine ring gave signal in & 23.05 ppm.
In the spectrum, the signal observed in & 21.39 ppm belonged to
the carbon atoms which were on positions 3 and 5 according to
the nitrogen atom of piperidine ring. In HRMS spectrum of
compound P1, molecular ion signal which confirmed the
structure of P1 was observed in m/z 431.32. M+ 1 signal was
in m/z 432.32. The signal that had the highest rate of relative
abundance and confirmed that the fragmentation of the molecule
occured between the imine groups was in m/z 216.16. In UV
spectrum of compound P1, the signal which was observed in
303nm belonged to the chromophor imine group-conjugated
phenyl ring. This signal was due to m — 7* electronic transition
of imine group.

When the relationships between the cytotoxicity of the
compounds and physicochemical parameters tested (Hammett o,
Hansch 7 and log P, data not shown) were investigated, there were
no correlation. Data were analysed by using the bivariate, Pearson
correlation method in SPSS for Windows program (IBM, New
York, NY). Observed cytotoxicities with P-Series of compounds
against cell lines used, may be explained with the optimum
deamination ratio of the compounds in cancer cells tested to
produce biologically active alkylation centre or interaction with
some steps at the electron transport chain in mitochondria. On the
other hand, absence of cytotoxicity with some compounds of P-
Series may be explained by faster deamination of the compounds
than the optimal level in the tested cells, which can cause faster
elimination of the active metabolite before reaching their target.
Second explanation for the absence of cytotoxicity may be the
lack of interaction with the proper receptors for the bioactivity or
the production of 1-aryl-3-(3-aryl-4,5-dihydropyrazol-1-yl)pro-
pan-1-one, which does not have suitable centre for thiol
alkylation. Third, the compounds which dont have cytotoxicity
may not have any interaction with electron transport chain in
mitochondria.

Previously, it was shown that cytotoxic Mannich bases derived
from styryl ketones inhibit mitochondrial respiration in rat liver
cells*!>2. Accordingly, inhibition of mitochondrial respiratory
chain by the compound P7 in this study suggests that inhibition of
mitochondrial respiration may be one of the contributing mech-
anisms to the cytotoxic activity of P7 and the other cytotoxic
compounds.

Conclusions

In conclusion, new hydrazones synthesized having a piperidine
moiety as potential anti-cancer candidate deserved further struc-
tural modification and pharmacological evaluation. We reported
here the compounds P2-P8 for the first time with their synthesis,
spectral analysis and cytotoxicities of the P-series of compounds
against Huh7 and T47D cell lines. Compounds P1 (4.86 times),
P2 (10.08 times), P7 (5.26 times) and P8 (1.07 times, almost
equal to 5-FU), against Huh7 cell line, compound P2 (1.45 times)
against T47D cell line may serve as model candidate compounds
for further synthetic designs and studies. Inhibition of the
mitochondrial respiration by the representative compound P7
suggests that it may be one of the contributing mechanisms to the
cytotoxic activity of the hydrozones.
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