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ABBREVATIONS ET ACRONYMES

ABC : ATP-binding cassette

ADME : absorption, distribution,
métabolisme, élimination

ADN : acide désoxyribonucléique
AFM : microscopie a force atomique
AhR : aryl hydrocarbon receptor
ALQs3 : oxyde d’aluminium

AMPc : adénosine monophosphate
cyclique

ANSES : Agence nationale de sécurité
sanitaire de 1’alimentation, de
I’environnement et du travail

ARNmM : acide ribonucléique messager
ATP : adénosine triphosphate

BCREP : breast cancer resistance protein
BSA : bovine serum albumine
BSEP : bile salt export pump

CAR : constitutive androstane receptor
CdS : sulfure de cadmium

CdSe : séléniure de cadmium

CdTe : tellurure de cadmium

CeO2 : dioxyde de cérium

CLP : classification, labelling, packaging
CO : monoxyde de carbone

CXCL : chemokine (C-X-C motif) ligand

CYP : cytochrome P450

DCFDA : 2’°,7’-dichlorofluoréscine
diacétate
DLS : dynamic light scattering

EFSA : Autorité européenne de sécurité
des aliments

EGF : epidermal growth factor

EPR : enhanced permeability and
retention

ERK : extracellular signal-regulated
kinase

ES : complexe enzyme-substrat

FAD : flavine adénine dinucléotide
FDA : Food and Drug Administration

Fe203 : oxyde de fer
FGF : fibroblast growth factor

G1P : glucose-1-phosphate

G6P : glucose-6-phosphate

GALT : gut associated lymphoid tissue
GLUT : glucose transporter

GR : glucocorticoid receptor

GST : glutathion-S-transférase

HDL : high density lipoprotein
HGF : hepatocyte growth factor
IFN : interféron

IL : interleukine
IPSCs : cellules souches pluripotentes
induites

JAM : junctional adhesion molecule

kDa : kilodalton
Km : constante de Michaelis-Menten

LPS : lipopolysaccharides
LSEC:s : liver sinusoidal endothelial cells
LXR : liver X receptor

MCP : monocyte chemoattractant protein
MLC : myosin light-chain

MLCK : myosin light-chain kinase

MLP : myosin phosphatase

MRP : multidrug resistance-associated
protein

MTT : 3-(4,5-Dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide

MTX : méthotrexate

MUC : mucine

MWCNT : multi-walled carbon
nanotubes

NADPH : nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate

NASH : non alcoolic steato hepatitis
NAT : N-acétyltransférase

NF-kB : nuclear factor kappa B



ABBREVATIONS ET ACRONYMES

NO : monoxyde d’azote

NPs : nanoparticules

NTCP : Na+ taurocholate co-transporting
polypeptide

OATP : organic anion transporter

PAMAM : poly(amidoamine)

P-gp : glycoprotéine P

pH : potentiel hydrogene

PKA : protéine kinase A

PKC : protéine kinase C

PPAR : peroxisome proliferator-activated
receptor

PXR : pregnane X receptor

PLA : acide poly-lactique

PLGA : acide poly-lactique-co-glycolique
PEG : polyéthylene glycol

QDs : quantum dots

REACH : registration, evaluation,
authorization and restriction of chemicals
RESS : rapid expansion of supercritical
solution

ROCK : Rho-associated protein kinase
ROS : reactive oxygen species

RT-PCR : reverse transcription
polymerase chain reaction

RXR : retinoid X receptor

SAA : serum amyloid A

SiOz2 : dioxyde de silice

SLC : solute carrier

SPION : superparamagnetic iron oxide
nanoparticles

ST : sulfotransférase

SWCNT : single-walled carbon
nanotubes

TBS : tris buffered saline
TEER : résistance €lectrique
transépithéliale

TEOS : tetracthylorthosilicate
TFF : trefoil factor

TGF :
TLR :
TiO2 :
TNF :

transforming growth factor
toll-like receptor

dioxyde de titane

tumor necrosis factor

TPMT : methyltransferase

UGT : UDP-glucuronosyltransférase

VLDL : very low density lipoprotein
Vmax : vitesse maximale
WST : water-soluble tetrazolium salts

Zn0 :

oxyde de zinc

ZnS : sulfure de zinc
ZnSe : s¢léniure de zinc
ZnTe : tellurure de zinc
7.0 : zonula occludens
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CADRE ET BUT DU TRAVAIL

Les nanoparticules (NPs) ont connu un essor trés important dans de trés nombreux
domaines depuis une vingtaine d’années. Elles ont permis de lever certains verrous
technologiques et aujourd’hui encore elles constituent une approche trés prometteuse pour des
applications biotechnologiques, ¢lectroniques ou agroalimentaires. Cependant, leur trés rapide
développement a conduit a une exposition de plus en plus fréquente et a des doses de plus en
plus importantes pour I’Homme. En parall¢le, la mise au point d’outils permettant de les
caractériser a permis de mieux détecter leur présence dans notre environnement. En raison de
leur échelle nanométrique, les NPs possedent des propriétés physico-chimiques uniques. En
raison de ces caractéristiques, les NPs peuvent interagir avec les systémes biologiques et ce de
facon totalement différente comparativement aux matériaux « conventionnels ». Apparaissent
alors de nombreuses interrogations d’ordre scientifique et sanitaire et notamment au sujet de
leur toxicité potentielle qui est pour I’heure encore mal connue. Cette thése, débutée en Octobre

2016, avait pour objectif de répondre en partie a ces nouvelles interrogations.

Dans le domaine de la santé, les nanomédicaments constituent une approche innovante et
prometteuse comme outils de diagnostic et systemes de transport et d’administration de
molécules pharmaceutiques. Comme 1’Abraxane™ ou le Feridex®, un certain nombre de
médicaments sous forme nanoparticulaire sont actuellement commercialisés ou en phase
d’essais cliniques. L’acide poly-lactique-co-glycolique (PLGA) dont I'utilisation est approuvée
par la Food and Drug Administration (FDA), est un polymere biocompatible et biodégradable
largement utilisé pour la formulation de médicaments sous forme de microparticules. De
nombreuses études ont montré qu’entre 30 et 99% de ces NPs injectées par voie intraveineuse
et dont la taille est supérieure a 6 nm sont localisées au niveau du tissu hépatique et ceci
seulement 5 minutes apres I’injection. En raison du role prépondérant du foie dans les processus
de détoxification et au vu de ces différentes études, les potentielles interactions entre NPs et
tissu hépatique doivent étre élucidées. Ma premiere année de thése a par conséquent été
consacrée a I’étude des effets des NPs de PLGA sur la fonction hépatique et notamment leur
impact sur I’activité des cytochromes P450 (CYP) dans des mod¢les in vitro et in vivo murins
et humains. Ces enzymes de phase I du métabolisme sont responsables de la biotransformation
des xénobiotiques via des réactions de mono-oxydation ou de réduction permettant

I’¢élimination aprés conjugaison ou non par les enzymes de phase II, des composés exogenes.
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Les NPs évaluées dans ce projet de thése ne concernent pas uniquement celles sous forme
de nanomédicaments. L’étude a été en effet élargie aux nano-objets présents dans certains
produits du quotidien a savoir les NPs de dioxyde de silice (SiO2). Celles-ci sont utilisées
comme régulateur d’écoulement dans 1’¢laboration des comprimés mais aussi comme agent
anti-agglomérant ou anti-mottant dans des denrées en poudre et répertoriées sous le nom
d’additif E551. La présence de ces additifs dans les produits agroalimentaires constitue 1’une
des sources principales d’exposition aux NPs manufacturées par la voie digestive, I’autre
provenance étant un relargage a partir des emballages alimentaires. Formé d’une couche de
mucus acellulaire et d’un épithélium, la muqueuse intestinale constitue un site d’absorption
majeur pour les éléments nutritifs mais forme également une barriére physiologique contre les
xénobiotiques et les bactéries. Des études ont montré qu’un certain nombre de maladies telles
que les ulceres gastriques, les maladies inflammatoires de I’intestin ou encore des pathologies
liées a 1’obésité pourraient étre associ¢es a des altérations de la barriére intestinale et une
augmentation de sa perméabilité. Au vu de ces données, nous avons décidé de consacrer les
travaux de ma seconde année de these a 1’étude des effets des NPs de silice sur la barriere
intestinale et notamment leur impact sur la perméabilité intestinale dans deux mod¢les in vitro
de barriére. Actuellement, le modele de monocouche de cellules Caco-2 (adénocarcinome
colorectal humain) représente le gold standard pour mimer la barriére intestinale bien qu’il
présente de nombreuses limites, a savoir 1’absence de mucus qui recouvre 1’épithélium
intestinal et une trop forte densité de jonctions serrées et de glycoprotéines P (P-gp), ce qui
aboutit a sous-estimer la perméabilité para-cellulaire et trans-cellulaire. Une coculture de
cellules Caco-2 et HT29-MTX a été développée et brevetée par notre équipe (F. Demarne et
al., 2012). Les cellules HT29-MTX sont une sous-population de la lignée d’adénocarcinome
colorectal humain HT29, sélectionnée a I’aide de méthotrexate (MTX) et ont la particularité de
sécréter du mucus, d’exprimer faiblement les jonctions serrées et enfin, d’étre dépourvues de
P-gp. Ce modele de coculture Caco-2/HT29-MTX présente ainsi des caractéristiques

fonctionnelles beaucoup plus proches de celles de la barri¢re intestinale humaine.
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L’ensemble de mes travaux a fait I’objet de 3 articles scientifiques dont une revue traitant

des effets des NPs sur le tissu et les fonctions hépatiques :

e R Cornu, N Rougier, Y Pellequer, A Lamprecht, P Hamon, R Li, A Beduneau and H
Martin. Interspecies differences in the cytochrome P450 activity of hepatocytes exposed

to PLGA and silica nanoparticles: an in vitro and in vivo investigation. Nanoscale,

2018, 10,5171 — 5181 DOI : 10.1039/C8NR0O0226F

e R Cornu, C Chrétien, Y Pellequer, H Martin and A Beduneau. Small Silica
Nanoparticles Transiently Modulate the Intestinal Permeabilty by Actin Cytoskeleton
Disruption.

Article soumis au journal Nanotoxicology
e R Cornu, A Beduneau and H Martin. Influence of nanoparticles on liver tissue and

hepatic functions: a review.

Revue soumise au journal Toxicology
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INTRODUCTION Les nanoparticules

I. LES NANOPARTICULES
1. Définition

Le terme « nanoparticule » provient de 1’association de « nanos » qui signifie « nain » en
grec et de « particula» en latin qui correspond a une « petite partie ». Dans le systéme
international des unités, un nanométre représente 10° métre. Apparu dans les années
1970-1980, ce mot ne possede aujourd’hui encore aucune définition acceptée a 1’échelle
internationale. Cependant, depuis 2011, la Commission FEuropéenne a défini les
nanomatériaux comme des matériaux répondant a deux paramétres physiques, la taille et la
surface spécifique. En effet, un nanomatériau est considéré comme tel si les particules qui le
composent présentent une ou plusieurs dimensions externes se situant entre 1 nm et 100 nm ou
si leur surface spécifique est en volume supérieure a 60 m*cm® (“Recommandation de la
Commission du 18 octobre 2011 relative a la définition des nanomatériaux,” 2011). La
Commission prévoyait une révision en décembre 2014, mais cette nouvelle définition n’est

toujours pas publiée.

Les nano-objets sont des structures de taille et de forme variées pouvant étre d’origine
naturelle ou étre produites par les activités industrielles humaines de facon intentionnelle ou
non. Ils peuvent étre divisés en trois catégories en fonction du nombre de dimensions externes
a I’échelle nanométrique. Les NPs présentent trois dimensions inférieures a 100 nm et les
longueurs du plus grand et du plus petit axe ne difféerent pas de fagon significative. Ces
dimensions, comparées a d’autres structures organiques naturelles, placent les NPs dans une
gamme de taille correspondant a celle des protéines (Figure 1). Quant aux nanotubes ou
nanofilaments, ils ne présentent que deux dimensions a I’échelle nanométrique, la troisiéme
étant largement supérieure. Enfin, les nano-feuillets n’en présentent qu’une seule (ISO/TC 229,

Nanotechnologies, 2017)
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Figure 1 : Gamme de taille des NPs comparée a celles des principales structures chimiques et

biologiques.

2. Historique

De facon surprenante, les NPs ont une trés longue histoire. En effet, le renforcement de
matrice en céramique avec des nanofibres d’amiante était déja utilisé il y a plus de 4 000 ans
(Heiligtag and Niederberger, 2013). Des preuves ont également été rapportées sur la présence
de NPs de plomb d’un diamétre d’environ 5 nm dans des colorations pour cheveux utilisées
pendant la période gréco-romaine (Walter et al., 2006). D’autres traces de nanocristaux ont été
décrites dans certains pigments comme le bleu d’Egypte préparé a partir de cuprorivaite
(CaCuSi4010) et dont I’utilisation était trés répandue dans toutes les régions de I’Egypte, de la
Mésopotamie, de la Grece et ’Empire romain (Johnson-McDaniel et al., 2013). Pendant
plusieurs siécles, les NPs d’or ont été utilisées par les Romains dans la coloration rouge du verre

(Figure 2) (Heiligtag and Niederberger, 2013).
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Figure 2 : Coupe de Lycurgue datant du IV°™ siécle apreés J.-C. appartenant aux collections du
British Museum. Lorsqu’elle est éclairée de face, la coupe parait verte et opaque et illuminée de

lintérieur, celle-ci apparait rouge. D aprés “The Lycurgus Cup”.

Il faudra ensuite attendre, Michael Faraday et ses travaux sur I’interaction de la lumiére
avec les NPs métalliques au milieu du XIX°™ siécle pour voir émerger réellement les
nanosciences (Edwards and Thomas, 2007). Aujourd’hui, 1’électronique, 1’écologie, la
médecine et la pharmacie mais aussi 1’agroalimentaire, ont profit¢ du développement
exponentiel qu’ont connu les nanotechnologies et en particulier des nanomatériaux a partir de
la fin du XX siécle. En effet, en raison de leur échelle nanométrique, les nanomatériaux
présentent des propriétés physico-chimiques trés particulieres que n’offrent pas les matériaux a
des échelles supérieures. Ils ont permis de lever certains verrous technologiques en permettant
par exemple la miniaturisation des systémes ¢électroniques ou la production de matériaux tres
résistants et légers a destination des secteurs automobile et aérospatial. Ainsi ils occupent

aujourd’hui de trés nombreux secteurs d’activité (Figure 3).
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Figure 3 : Domaines d'applications des NPs. D apreés Tsuzuki, 2009.

3. Contexte économique et cadre juridique

3.1 Marché économique

Les données économiques reflétent parfaitement la place importante qu’occupent

aujourd’hui les nanotechnologies dans les activités industrielles et de recherche. Les quantités

totales de nanomatériaux produites et importées en France ne cessent d’augmenter et sont

¢valuées a 475 000 tonnes en 2016 (Ministeére de I’Environnement, de 1’Energie et de la Mer,

2016). Le marché européen des nanomatériaux représentait environ 2,2 milliards d’euros en

2015 et devrait atteindre plus de 8 milliards d’euros en 2022 (Inshakova and Inshakov, 2017).

En 2005, selon les données du Project on Emerging Nanotechnologies, 54 produits étaient

recens¢és dans 1’inventaire des produits nanotechnologiques de consommation. Dix ans plus

tard, ce sont plus de 1800 produits provenant de 600 sociétés localisées dans 32 pays du monde

qui sont, au total, répertoriés (Figure 4). Le dioxyde de titane (TiO2), de silice et I’oxyde de

zinc (ZnO) constituent les trois nanomatériaux les plus produits annuellement a 1’échelle
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mondiale. Bien qu’elles ne représentent que 2% de la production annuelle de TiO2, ce sont les
NPs d’argent qui entrent dans la composition de preés d’un quart (438) des produits recensés

(Figure 5).

2000

1600

1200
800
) m B I

2005 2006 2007 2008 2009 2012 2013 2014
Année

Nombre total de produits
repertoriés dans le Nanotechnology

(=)

Consumer Products Inventory

S

Figure 4 : Evolution du nombre de produits répertoriés dans le Nanotechnology Consumer Products

Inventory entre 2005 et 2014. D’apreés Vance et al., 2015.
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Figure 5 : Nombre de produits présents dans le Nanotechnology Consumer Products regroupés en
cing catégories selon leur composition : non indiquée, nanomatériaux métalliques (métaux et oxides
métalliques), nanomatériaux a base de carbone (nanotubes de carbone, fullerénes, graphenes).

D’aprés Vance et al., 2015.

33



INTRODUCTION Les nanoparticules

3.2 Réglementation

Au niveau national, la réglementation impose depuis le 1 janvier 2013 une déclaration
annuelle de toute substance sous forme nanoparticulaire qu’elle soit fabriquée, importée ou
mise sur le marché des lors que les quantités sont supérieures a 100g par an. Le systéme R-Nano
sous I’égide du Ministere de la Transition Ecologique et Solidaire et de I’ Agence nationale de
sécurité¢ sanitaire de 1’alimentation, de I’environnement et du travail (ANSES) permet
notamment de mieux cerner les usages des nanomatériaux et les volumes utilisés. En effet, les
déclarants du systeme R-Nano ont 1’obligation d’identifier le nanomatériau par des données
physico-chimiques et si possible des données relatives a leur toxicité et écotoxicité, ses
différents usages, son tonnage annuel. Les clients professionnels doivent également étre

informés de la présence de NPs dans les produits fournis.

A TD’échelle européenne, ce sont les réglements REACH (Registration, Evaluation,
Authorisation and Restriction of Chemicals) et CLP (Classification, Labelling, Packaging) qui
s’appliquent. Toutefois, ces directives ne sont pas spécifiquement destinées aux nanomatériaux.
IIs imposent la déclaration de toute substance chimique (y compris sous forme nanoparticulaire)
dont les quantités produites sont supé€rieures a une tonne. Afin de renforcer la gestion des
risques liés aux nanomatériaux, des exigences plus spécifiques relatives a ces substances
devaient étre introduites dans la réglementation. Ainsi a partir du 1* janvier 2020, la
Commission oblige les industriels a identifier la taille, la forme, la structure de surface ainsi
que des parametres de dissolution et de stabilité¢ des nanomatériaux. Elle demande aussi des
informations relatives a I’évaluation de la sécurité chimique et a la préparation adéquate des
échantillons (“‘REGLEMENT (UE) 2018/ 1881 DE LA COMMISSION - du 3 décembre
2018 - modifiant les annexes I, III, VI, VII, VIII, IX, X, XI, et XII duréglement (CE)
no 1907/ 2006 du Parlement européen et du Conseil concernant [’enregistrement,
I’évaluation et I’autorisation des substances chimiques, ainsi que les restrictions applicables

a ces substances (REACH), aux fins de couvrir les nanoformes des substances,” 2018).
4. Les différents types de nanoparticules

Les NPs se divisent en deux grandes familles avec d’un c6té les nanosphéres et
nanocapsules polymériques, les micelles polymériques, les liposomes et les dendrimeres qui

forment la classe des NPs organiques par opposition aux NPs inorganiques dont la classe
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comporte les NPs de silice, les nanotubes de carbone, les NPs d’oxydes métalliques, les NPs

d’or et les quantum dots (QDs) (Figure 6).
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Figure 6 : Classification des NPs organiques et inorganiques. D apreés Richards et al., 2017.
4.1 Les nanoparticules organiques

4.1.1 Les liposomes

Les liposomes ont été décrits pour la premiere fois en 1965 par Alec Bangham (Bangham
and Horne, 1964). Les liposomes sont constitués de phospholipides le plus souvent d’origine
naturelle et de lipides comme le cholestérol. Les extrémités hydrophile et hydrophobe des
lipides qui les composent leur permettent de s’organiser sous une forme vésiculaire (Figure 7).
A T’'image des membranes cellulaires, les liposomes sont ainsi composés d'une bicouche
lipidique. Le choix des phospholipides, qui sont généralement des molécules de
phosphatidylcholine, phosphatylsérine ou phosphatyléthanolamine, détermine les propriétés de
surface des liposomes et la perméabilité de la bicouche (Jesorka and Orwar, 2008). L utilisation
des liposomes se concentre sur des applications biomédicales. Ils ont en effet constitué I'une
des premicres formes de NPs utilisée comme vecteurs pharmaceutiques et un certain nombre
de formulations sont aujourd’hui approuvées par la FDA (Allen and Cullis, 2013). Leur
structure peut contenir des molécules lipophiles, amphiphiles et hydrophiles. Ils présentent de
trés nombreux avantages parmi lesquels leur facilité de synthese, leur totale biocompatibilité et
biodégradabilité (Richards et al., 2017). Enfin, ils peuvent étre facilement fonctionnalisés pour
permettre par exemple un ciblage actif précis. Cependant, ils ont démontré une forte sensibilité
aux changements structuraux liés a des problémes de stabilit¢ chimique (oxydation des
phospholipides) et physique (agrégation) et une capacité d’encapsulation trés variable selon les

molécules chimiques. La bicouche lipidique peut étre stabilisée et rigidifiée par 1’ajout de
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molécules de cholestérol (Immordino et al., 2006). L’utilisation des liposomes ne se limite pas
a D’encapsulation de molécules a visée thérapeutique. Ils sont également employés dans

I’industrie agroalimentaire (Walde and Ichikawa, 2001).

Hydrophilic Head

\Lipophilic Tails

phospholipid
molecules

Figure 7 : Représentation schématique de la structure d'un liposome. D aprés Hwang et al., 2016.

4.1.2 Les micelles polymériques

Les micelles polymériques sont des structures nanoparticulaires a base de copolymeres.
En milieu aqueux, la partie hydrophobe du copolymére forme un cceur jouant le réle d’un
réservoir a substance active, tandis que les chaines hydrophiles du copolymeére forment une
couronne protectrice a I’extérieur (Richards et al., 2017) (Figure 8). Les micelles constituent
ainsi un excellent outil pour la solubilisation et le transport de molécules actives. Elles sont par
exemple utilisées comme vecteurs de composés anticancéreux tels que le méthotrexate
hydrophobe (Wei et al., 2007). Ces molécules peuvent étre chargées dans les micelles par
liaison covalente au polymeére ou par piégeage physique (Mukherjee et al., 2016). De plus, la
petite taille des micelles, entre 10 et 100 nm, et leurs propriétés de surface hydrophiles limitent
leur reconnaissance par le systéme réticulo-endothélial, ce qui leur confeérent une longue demi-
vie plasmatique. Tout comme les liposomes, les micelles polymériques sont parfaitement
biocompatibles et permettent une protection efficace de la substance active des dégradations

enzymatiques (Jones and Leroux, 1999 ; Shatrohan Lal, 2014).

36



INTRODUCTION Les nanoparticules

« Hydrophilic block of polymer
~— Hydrophobic block of polymer
© Drug molecule

Figure 8 : Représentation schématique de la structure d'une micelle polymérique. D aprés Xu et al.,

2013.

4.1.3 Les dendrimeres

Le développement des dendrimeres a débuté dans les années 1970. Les dendrimeres sont
des structures de petite taille (10 nm en moyenne) (Verma et al., 2017). Ils possedent une
structure ramifiée a symétrie radiale (Figure 9). A partir d’un corps central formé par un ou
plusieurs atomes se répétent des unités qui forment les branches du dendrimeére, elles-mémes
terminées par des groupements de surface (Aulenta et al., 2003). Le processus de synthése
permet de contrdler le nombre de branches ajoutées a chaque génération et donc la forme et la
taille finale (Richards et al., 2017). Les acides aminés ou les sucres peuvent étre utilisés pour
la fabrication des dendriméres. Les PAMAM (PolyAMidoAMine) synthétisés a partir de
polyamidoamine constituent 1’une des familles les plus connues de dendrimeres (Medina and
El-Sayed, 2009). En plus de leur biocompatibilité, les dendrimeéres ont une excellente
uniformité structurale et une composition chimique variable. Le grand nombre de groupes
fonctionnels a la périphérie des dendrimeéres leur confére un large éventail d'applications
potentielles et notamment biomédicales. Les dendriméres sont en effet utilisés comme agents
de contraste mais ¢galement comme vecteurs pharmaceutiques (Kojima ef al., 2011 ; Pandita
etal.,2014). Lamolécule active peut étre lice de maniere covalente aux extrémités des branches
du dendrimeére ou piégée plus au coeur du dendrimeére dans les cavités hydrophobes (Shatrohan

Lal, 2014).
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Figure 9 : Représentation schématique de la structure des dendrimeres. D apres Dufes et al., 2005.

4.1.4 Les nanoparticules polymériques
Les NPs polymériques sont formulées a partir de polymeéres biodégradables ou non
biodégradables selon la voie d’administration qui sont d’origine naturelle ou synthétique. Ils

sont détaillés dans la Figure 10.
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Figure 10 : Polyméres utilisés pour la synthése de NPs. D ’apres Mishra et al., 2014.
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Selon la méthode employée, les NPs pourront présenter deux structures différentes et étre

considérées comme des nanocapsules ou des nanosphéres (Figure 11). Les nanocapsules

comportent une coque en polymeére et un réservoir contenant le composé actif alors que les

nanosphéres sont formées par une matrice de polymere dans laquelle est dispersée la molécule

active (Guterres et al., 2007).

Membrane

Drug
particles

Nanocapsule Nanosphere

Figure 11 : Representation schématique de la structure d'une nanocapsule et d'une nanosphere.

D’apres Suffredini et al., 2014.

Les méthodes de préparation différent du polymeére utilis¢ (Tableau 1) (Kumar et al.,

2012 ; Vauthier, 2016 ; Wang et al., 2016). Parmi ces méthodes, on distingue :

Emulsification/évaporation de solvant : Cette méthode est une méthode de synthese
de NPs permettant principalement I’encapsulation de molécules hydrophobes. Le
polymeére et la molécule active sont dissous dans un solvant organique volatile non
miscible ou faiblement miscible a I’eau. La nanoémulsion est ensuite préparée par
dispersion sous haute énergie de cette phase organique dans une solution aqueuse
contenant un surfactant tel que le polysorbate 80 ou 1’alcool polyvinylique. Apres
évaporation du solvant organique, les NPs sont récupérées par centrifugation. Les
molécules hydrophiles quant a elles peuvent étre encapsulées selon une méthode de
double émulsion qui est cependant trés complexe a réaliser a I’échelle nanométrique.
Nanoprécipitation : Dans ce cas, la précipitation du polymére sous forme
nanoparticulaire est réalisée par 1’ajout trés rapide d’un non solvant du polymere
comme 1’eau dans une solution organique contenant le polymere. Les NPs sont alors

lavées pour éliminer le solvant puis collectées par centrifugation et lyophilisées.
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Polymérisation en miniémulsion : la phase organique contenant le monomeére est
ajoutée sous agitation a la phase aqueuse contenant le stabilisant. L’émulsion
grossicre est ensuite soniquée afin d’obtenir une miniémulsion. La polymérisation est
alors initiée au contact d’un amorceur. Une molécule thérapeutique peut
¢ventuellement étre ajoutée dans la phase organique. Les NPs de poly (alkyl
cyanoacrylate) peuvent €tre synthétisées par cette technique.

Salting out ou relargage : Le polymeére est dissous dans une solution organique
miscible a 1’eau. La phase aqueuse contient un surfactif et une solution saturée
d'¢lectrolytes comme du chlorure de magnésium ou de I’acétate de magnésium,
réduisant considérablement sa miscibilité avec la phase organique. La phase huileuse
est alors émulsifiée dans la phase aqueuse. Une grande quantité d’eau est ensuite
ajoutée afin de diminuer la concentration en électrolytes et ainsi extraire le solvant
organique dans la phase aqueuse, ce qui aboutit a la précipitation du polymere et la
formation des NP. Enfin, les électrolytes et tensioactifs sont éliminés par
centrifugation ou dialyse.

Technologie des fluides supercritiques (procédé RESS (Rapid Expansion of
Supercritical Solution)) : la substance active et le polymeére d'intérét sont solubilisés
dans un fluide a 1’¢état supercritique comme le CO> qui est ensuite pulvérisé dans une
chambre d’expansion. Ainsi, le CO; n’étant plus a I’état supercritique mais sous forme
gazeuse, son pouvoir solvant est diminué¢ considérablement, conduisant a la

précipitation du polymere et de la substance active.

Method of preparation Polymers

Solvent evaporation Poly (methacrylate), Poly (e-caprolactone), Polylactic acid,
Poly (lactic-co-glycolic acid), Poly (b hydroxy butyrate),
Ethyl cellulose

Nanoprecipitation Polystyrene, Poly (vinyl pyridine), Poly (e-caprolactone),
PLA, PLGA , Poly (methacrylate)

Salting out Ethyl cellulose, Poly (alkyl methacrylate)

Supercritical fluids PLA , PLGA, Natural polymers, Albumins

technology

Polymerization Synthetic polymers, Poly (alkyl cyanoacrylate), Poly (alkyl
methacrylate)

Tableau 1 : Méthodes de préparation des NPs en fonction du polymere. D apres Mishra et al., 2014.
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Le PLGA est un polyester linéaire constitu¢ de monomeres d’acide lactique et d’acide
glycolique. C’est I’'un des copolyméres les plus utilisés car il présente de multiples avantages,
le premier étant sa biocompatibilité. En effet, les produits de son hydrolyse, I’acide lactique et
I’acide glycolique, sont des molécules endogenes parfaitement métabolisables par le cycle de
Krebs. Son second intérét est son caractére biodégradable. Outre le milieu dans lequel il se
trouve, sa cinétique de dégradation dépend de sa masse moléculaire et du ratio acide
lactique/acide glycolique qui conditionne son taux de cristallinité. Son temps de dégradation
en milieu physiologique est compris entre quelques semaines et quelques mois mais il peut étre
beaucoup plus rapide apres internalisation cellulaire du fait de la présence de nombreuses
enzymes. Un troisiéme avantage est la possibilité de le fonctionnaliser afin de faciliter le ciblage
et les interactions avec 1I’environnement biologique. Le PLGA est approuvé par la FDA pour
des applications cliniques chez ’Homme. A I’heure actuelle, seules quelques références de
médicaments sous forme de microparticules de PLGA sont autorisées par la FDA comme le
Lupron Depot® ou le Trelstar® (Rezvantalab et al., 2018). Plusieurs techniques permettent de
produire du PLGA parmi lesquelles il est possible de citer la polycondensation de 1’acide
lactique et de 1’acide glycolique qui est réalisée dans diverses conditions expérimentales mais
aussi un procédé plus lent de polymérisation enzymatique nécessitant I’emploi de lipase

(Danbhier et al., 2012 ; Gentile et al., 2014).

Les NPs de PLGA comme la plupart des autres NPs polymériques en cours de
développement sont généralement destinées a des applications biomédicales. Elles sont utilisées
comme vecteurs de médicaments, de génes, d’antigénes (vaccins) mais aussi de molécules
permettant 1’imagerie et le diagnostic (Banik ef al., 2016 ; Da Silva et al., 2019 ; Vasir and
Labhasetwar, 2006). Les NPs polymériques ont été extensivement utilisées en chimiothérapie
en permettant de mieux cibler les tumeurs solides tout en réduisant les effets secondaires des
anticancéreux (toxicité¢ systémique, neurotoxicité¢ et immunodépression). Les NPs peuvent
cibler treés efficacement de fagon passive et/ou active les cellules tumorales grace a I’effet EPR
(Enhanced Permeability and Retention) et/ou 1’ajout de ligands spécifiques (Golombek et al.,
2018). L’effet EPR est un phénomene passif qui se produit en raison de 1’hypervascularisation
et le manque de drainage lymphatique au sein des tumeurs et qui conduit a I’accumulation des

NPs dans les cellules tumorales plutdt que dans les cellules saines (Greish, 2010).
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4.2 Les nanoparticules inorganiques

4.2.1 Les nanoparticules a base de carbone

Ce type de NPs uniquement formées d’atomes de carbone regroupe les fullerénes, les
graphénes et les nanotubes de carbone notamment (Figure 12). Les grapheénes sont des
assemblages d’un nombre indéterminé d’atomes de carbone sur un méme plan. Les atomes
forment sur ce plan d’un nanométre d’épaisseur, un réseau hexagonal (Anu Mary Ealia and
Saravanakumar, 2017). Les fullerénes quant a eux possédent un nombre précis d’atomes de
carbone. Dans le cas du C60, premier fulleréne découvert en 1985, 60 atomes de carbone
forment une structure sphérique a 32 facettes (Encyclopadia Universalis FULLERENES). Des
structures de plus de 1000 atomes de carbone sont désormais réalisables (Dunlap and Zope,
2006). La possibilité de modifier la surface des fullerénes en ouvrant une liaison carbone-
carbone afin de permettre la greffe d’un ou plusieurs atomes ou molécules a ouvert la voie a
des applications dans le domaine médical (Bosi ef al., 2003). Schinazi et al. ont montré que des
dérivés de fullerénes C60 possedent une activité anti-VIH car ils sont capables de se fixer sur

le site actif de la protéase du virus (Schinazi et al., 1993).

.. —_—

Nanotube

Figure 12 : Representation schématique des structures des nanomatériaux a base de carbone. D’ apreés

Chaetal., 2013.

Les nanotubes de carbone sont des structures cylindriques de 1 a plusieurs dizaines de
nanomeétres de diametre et dont la longueur peut varier de quelques dizaines de nanometres a
plusieurs millimetres (Aqel et al., 2012). Les nanotubes de carbone sont classés en nanotubes a
paroi unique (SWCNT pour Single-Walled Carbon Nanotubes) et en nanotubes a parois
multiples (MWCNT pour Multi-Walled Carbon Nanotubes). Les nanotubes de carbone
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présentent deux inconvénients de taille pour des applications biologiques : une trés faible
solubilité et une cytotoxicité ¢levée (Geckeler and Premkumar, 2011 ; Mohanta et al., 2019).
De plus, ils ont une trés faible biodégradabilité et s’accumulent dans les organes limitant ainsi
leur utilisation pour des applications in vivo. Ces aspects négatifs peuvent en partie étre
améliorés en modifiant la chimie de surface des nanotubes. La fixation d’albumine de sérum
bovin (BSA) a leur surface augmente leur solubilité et la cytotoxicité est d’autant plus réduite
que les nanotubes sont modifiés (Huang et al., 2002). Les nanotubes de carbone comme les
fullerénes ont été utilisés avec succes dans les thérapies anticancéreuses (Prylutska et al., 2011 ;
Son et al., 2016). Les agents chimiothérapeutiques peuvent étre fixés a la surface des structures
carbonées ou séquestrés a I'intérieur (Madani et al., 2011). Les cellules cancéreuses peuvent
ensuite étre ciblées de fagon passive (effet EPR) ou par ciblage actif en fixant des ligands ou
anticorps spécifiques (Shatrohan Lal, 2014). L’utilisation des nanomatériaux a base de carbone
ne se limite pas a des applications biomédicales. Ils sont également intégrés dans certains

matériaux composites et batteries (Beigmoradi et al., 2018 ; Fang et al., 2017).

4.2.2 Les quantum dots

Les types QDs sont classés en fonction des ¢léments a partir desquels ils sont fabriqués.
Il existe les semiconducteurs III-V fabriqués a partir des éléments du groupes III et du groupe
V de la classification périodique des éléments tels que le gallium, I’indium, le phosphore ou
I’arsenic (Mi¢i¢ and Nozik, 2002) ; les semiconducteurs II-VI fabriqués a partir des ¢léments
du groupes II et du groupe VI de la classification périodique comme le séléniure de cadmium
(CdSe), le sulfure de cadmium (CdS), le tellurure de cadmium (CdTe), le séléniure de zinc
(ZnSe) ), le sulfure de zinc (ZnS) et le tellurure de zinc (ZnTe) (Andrews et al., 2011) ; et les
QDs de silice (Ma et al., 2014). Les plus fréquents QDs sont formés par un cceur de cadmium
s¢léniure ou cadmium tellurure recouvert de séléniure de zinc. Ils sont principalement utilisés
en ¢€lectronique en entrant dans la fabrication de certains écrans d’affichage par exemple mais
aussi pour des applications biomédicales (Piccinno et al., 2012). Les QDs possédent des
propriétés optiques particuliéres et émettent des couleurs vives. Utilisés comme sondes
fluorescentes, ils sont de trés bons outils d’imagerie pour le diagnostic cancéreux et le marquage
cellulaire par exemple (Park et al., 2017 ; Zhao and Zeng, 2015). Des études in vitro et in vivo

ont cependant démontré la toxicité des QDs limitant leur utilisation in vivo.

4.2.3 Les nanoparticules métalliques et d’oxydes métalliques
Les NPs métalliques les plus communes sont synthétisées a partir d’une dizaine de
métaux : I’aluminium (Al), le cobalt (Co), I’or (Au), I’argent (Ag), le zinc (Zn), le cadmium
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(Cd), le fer (Fe), le cuivre (Cu), le titane (T1) et le plomb (Pb). Les oxydes de certains de ces
métaux sont également tres utilisés comme 1’oxyde de fer (Fe203), le ZnO, le TiO2 ou I’oxyde
d’aluminium (ALO3). Celles qui dérivent des métaux sont préparées selon des méthodes
chimiques, photochimiques ou biologiques (Kumar K ez al., 2018). Leur noyau métallique leur
confere des propriétés magnétiques et optiques uniques telles que la résonance plasmonique de
surface. Ce phénomeéne d’interaction entre lumicre et matiére correspond a la formation d’un
champ électrique au niveau particulaire en raison de la conduction d’électrons induite par la
lumicere (Garcia, 2011 ; Kumar K et al., 2018). Ces NPs constituent un outil majeur dans le
diagnostic et le traitement des cancers. En effet, un certain nombre de formulations pour
injections intraveineuses ou administrations orales sont approuvées par la FDA dans le cadre
d’une utilisation comme agent de contraste en imagerie par résonnance magnétique (Busquets
etal.,2015;Z. Lietal., 2015). Le ferumoxsil (GastroMARK®) est une suspension aqueuse de
NPs de FeoOs3 de 300 nm recouvertes de siloxane. Elles sont utilisées pour 1’observation des
organes et des tissus adjacents aux régions supérieures du tractus gastro-intestinal (Leung,
2004 ; Wu and Huang, 2017). L'hyperthermie magnétique et la thérapie photothermique sont
des thérapies émergentes pour le traitement du cancer. Bien que leurs mécanismes d’action
aient des bases physiques distinctes, les deux approches impliquent la génération de chaleur
médiée par des NPs (Espinosa et al., 2018). Les NPs d’or et les SPION (superparamagnetic
iron oxide nanoparticles) sont les plus utilisées pour ce type de thérapie (Cardinal et al., 2008 ;
Chatterjee et al., 2011 ; Vines et al., 2019). Les NPs métalliques constituent également de trés
bons vecteurs pour les molécules chimiothérapeutiques. Des copolymeéres ont été¢ développés
afin d’immobiliser la doxorubicine sur des NPs superparamagnétiques (Chen et al., 2014). 11 a
en outre ét¢ démontré dans un modéle de cancer colorectal que les NPs chargées de
doxorubicine pénétrent plus efficacement la tumeur et induisent une réponse cellulaire aussi

efficace que la doxorubicine seule (Augustin et al., 2016).

Les NPs métalliques trouvent bien d’autres applications que dans le domaine médical
(Tableau 2). Tres récemment 1’utilisation du TiO; sous forme nanoparticulaire a trés largement
¢té médiatisée. Il est notamment employé comme pigment blanc dans de nombreux produits
cosmétiques, produits industriels tels que la peinture ou comme agent opacifiant dans des
produits agroalimentaires. Le ZnO est également majoritairement utilisé dans les cosmétiques
et les produits de peinture. Les NPs d’argent quant a elles entrent trés massivement dans la

composition des agents antimicrobiens.
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Nanomaterial Product group % of total use
TiO> Cosmetics (incl. sunscreens) 70-80
Coatings & cleaning agents <20
Plastics <20
Paints 10-30
Cement 1
Others <10
Zn0 Cosmetics (incl. sunscreens) 70
Paints 30
CeOx Chemical mechanical planarization ~ 45-80
Fuel catalyst 1-50
UV-coatings, paints 5-10
Nanotubes de carbone | Composites & polymer additives 20
Materials 80
Composites 50
Batteries 50
Fullerénes R&D 80
Argent Paints, coatings & cleaning agents 10-30
Textiles 30-50
Consumer electronics & conductivity 10-20
Cosmetics 20
Medtech 20
Antimicrobial coatings 80-100
ODs Light conversion for LED/OLED 90
Lab use for imaging 10

Tableau 2 : Utilisation des principales NPs inorganiques. D apres Piccinno et al., 2012.

4.2.4 Les nanoparticules de silice

La silice ou dioxyde de silicium présente une structure tridimensionnelle faite de
tétraédres Si04. Un atome d’oxygene les lie entre eux a chaque sommet. Chaque atome
d’oxygene étant commun a deux tétraédres, il en résulte la formule SiO,. Huit formes de
cristaux de silice sont aujourd’hui connues, le quartz étant de trés loin I’espece la plus abondante
(Encyclopadia Universalis SILICE). Les NPs de silice peuvent étre synthétisées selon trois
techniques différentes. La premiere est qualifiée de microémulsion inverse. Les tensioactifs
dissous dans les solvants forment des micelles inverses. Les queues hydrophobes sont en effet
au contact du solvant alors que les tétes polaires hydrophiles sont au cceur de la micelle. L’un
des principaux inconvénients de cette technique est I’¢limination des agents de surface (Finnie
et al.,2007). La seconde technique utilisée pour produire des NPs de silice est la décomposition
a trés haute température de précurseurs organométalliques tels que le tétrachlorure de silicium.
Cette méthode ne permet pas de contréler précisément les propriétés physiques des NPs
produites. Enfin, le procédé « sol-gel » est la méthode la plus utilisée et la plus étudiée. Elle

consiste a réaliser I’hydrolyse et la condensation de tetraethylorthosilicate (TEOS) ou de sels
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de silicate en milieu acide. Des gels de silice dont les propriétés dépendent des conditions
réactionnelles se forment alors (Rahman and Padavettan, 2012). Le procédé Stober du nom de
son inventeur est un exemple de la méthode « sol-gel ». Elle permet contrairement aux systémes
en catalyse acide de produire des NPs de silice monodispersées. Cette réaction repose sur
I’hydrolyse du TEOS dans 1’alcool en présence d’ammoniaque (Stober ef al., 1968). Le Si0>
qui se présente sous forme d’une poudre blanche est utilisé dans I’industrie dans une trés grande
diversité d’applications. La silice est couramment employée comme additif alimentaire sous la
dénomination E551 dans I’industrie agroalimentaire. Etant un excellent agent dessiccant, les
propriétés hygroscopiques de la silice en font également un excellent agent antiagglomérant et
antimottant dans de nombreuses denrées en poudre telles que le sel, la farine, le cacao mais
aussi dans un certain nombre de produits déshydratés comme les soupes en poudre ou les cafés
instantanés (Dekkers ef al., 2011 ; EFSA Panel on Food Additivies and Nutrient Sources added
to Food (ANS) et al., 2018 ; Peters et al., 2012 ; Qiu et al., 2017). Egalement utilisé comme
modificateur de viscosité dans les sauces ou agent de clarification dans la biére, son utilisation
ne se limite pourtant pas a 1’agroalimentaire. En effet, il est employé comme agent texturant
dans un certain nombre de produits cosmétiques (maquillage et soins de la peau) et d’hygiene
(serviettes hygiéniques et couches pour bébé) (ANSES, 2019). Enfin, la silice entre dans la
composition des peintures, des encres et de matériaux élastomeres ou résines pour ses propriétés

¢paississantes notamment.

Quelle que soit la nature des NPs, leur emploi croissant, en particulier dans les produits
de consommation courante, nécessite un approfondissement des connaissances quant a leur

toxicité potentielle.
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II. VOIES D’EXPOSITION

Les effets des NPs sur le corps humain sont étroitement liés a la voie de pénétration dans
I’organisme et a la forme particulaire a laquelle celui-ci est exposé. Les NPs peuvent en effet
pénétrer dans 1’organisme par ingestion, inhalation, pénétration transdermique ou injection

intravasculaire et ensuite étre distribuées a tous les organes (Figure 13).
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Figure 13 : Principales voies d'exposition de l'organisme aux NPs. D apres Kumar et al., 201 3.

1. Voie pulmonaire

L’une des voies d’exposition prépondérante est la voie respiratoire. Les particules
présentes dans 1’air sont susceptibles d’atteindre les voies respiratoires supérieures (nez,
bouche, pharynx et larynx) mais aussi inférieures (trachée, bronches, bronchioles et alvéoles
pulmonaires) (Buckley et al., 2016). Les particules se déposent dans ces différentes voies selon
leur diamétre mais également leur densité (Figure 14). Du fait de leur taille nanométrique, les

NPs peuvent atteindre les bronchioles et les alvéoles. Aprés avoir atteint le tissu pulmonaire, le
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passage de NPs dans la circulation sanguine et leur distribution dans d’autres organes a été
clairement démontré. Berry et al. a décrit la translocation a travers 1’épithélium alvéolaire de
NPs d’or de 30 nm dans le sang apres instillation chez le rat (Berry ef al., 1977). Les NPs
peuvent méme atteindre le systeme olfactif. Il a en effet ét€¢ montré que des NPs métalliques
peuvent atteindre le systéme nerveux central par translocation le long des axones et des
dendrites des neurones (Oberddrster et al., 2005). Plus récemment, il a été montré que les NPs
de TiO2 peuvent également se retrouver dans I’interstitium pulmonaire, engendrer un stress

oxydant et une réponse inflammatoire et passer dans la circulation sanguine ou lymphatique
(Shietal., 2013).
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Figure 14 : Dépot des NPs dans les voies respiratoires en fonction de leur taille. D’ aprés Oberdorster

etal., 2005.

2. Voie cutanée

L’exposition par voie cutanée concerne principalement les articles manufacturés tels que
les cosmétiques, les produits biomédicaux mais aussi les textiles ou les articles de sport

(Tableau 3).
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Voies d’exposition

Nanomaterials Properties Examples of consumer
applications with potential
dermal exposure
Carbon nanofibres, e Increased tensile strength e Sporting goods
nanotubes, fullerenes ¢ High chemical resistance e Textiles
e Anti-oxidant ¢ Cosmetics
e Delivery system ¢ Therapeutics
o Diagnostics
Carbon black e Improved abrasion resistance ¢ Sporting goods,
nanoparticles and roughness and high e Composites,
chemical resistance e Textiles
¢ Cosmetics
e Pigment
Clay nanoparticles e Electrical, heat and chemical e Composites
resistance e Sunscreens
e Block UV light e Textiles
¢ Flame retardant
e Anticorrosive
e Adsorbing properties
Metal nanoparticles (Ag, e Antimicrobial e Textiles,
Au, Cu) e Anti-odour e Surface coating (handles, pan
o Self-sterilisation surfaces etc.),
e Others ¢ Burn dressing
e Cosmetics
¢ Dietary supplement
o  Therapeutics
Metal oxide nanoparticles | « UV absorption e Sunscreen
(TiOz, Al:03, ZnO, MgO, e Photo-catalytic ability e Cosmetics
Ce0:) e Photo-oxidising activity against e Textiles,
chemicals and biological species | o Self-cleaning coating (paints
e Antimicrobial/self-sterilization etc.)
¢ Cleaning products
e Sporting goods
¢ Motor oil
e Diesel catalyst

Tableau 3 : Nanomatériaux présents dans des produits de consommation pouvant conduire a une

exposition cutanée. D apreés Poland et al., 2013.

La peau humaine a une surface d’environ 2 m? et par conséquent, elle représente une zone
trés large d’exposition et de contact avec différents matériaux, particules et molécules (Tobin,
2006). Trois couches distinctes constituent la peau. Il s’agit de I’épiderme qui est la couche la
plus externe, le derme et ’hypoderme, la couche la plus profonde. L’épiderme est un épithélium
pluristratifié complexe. Il est lui-méme formé d’une couche cornée, d’une couche granuleuse,
d’une couche épineuse et d’une couche basale. En raison notamment de sa structure et de son
hydrophobicité, 1’épiderme assure la fonction de protection de I’organisme contre les
xénobiotiques (Poland et al, 2013). Cependant, cette barriére n’est pas totalement
infranchissable pour les NPs. En effet, ces derniéres pourraient franchir la barriére par la voie
paracellulaire en traversant la couche cornée et passer par la matrice lipidique entre les
kératinocytes, emprunter la voie transcellulaire, passer le long des follicules pileux ou par leurs
glandes annexes (Figure 15) (Valenzuela and Simon, 2012). Un certain nombre d’études atteste

de la voie cutanée comme voie d’exposition et de passage pour de trés nombreux types de NPs.
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Vogt et al. a montré une pénétration significative de NPs fluorescentes dans 1’épithélium
folliculaire humain (Vogt et al., 2006). Cette pénétration a été également décrite pour des NPs
de polystyréne (Alvarez-Romén et al., 2004). Par ailleurs, des études in vitro ont permis de
montrer I’internalisation de QDs et de nanotubes de carbone dans des kératinocytes (Ryman-

Rasmussen et al., 2007 ; Yah et al., 2012).

Hair follicle

Keratinocytes

Stratum corneu

(20 pm) ]
Epidermis
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Dermis =
Blood vessels

Figure 15 : Voies de passage (A : voie transcellulaire ; B : voie paracellulaire ; C : passage par les

follicules pileux) des NPs a travers la peau. D apres Valenzuela and Simon, 2012.

Dans la plupart des études publiées la pénétration et de la distribution des NPs est limitée
au stratum corneum et aux zones proches des follicules pileux. Cependant, certaines études
suggerent une pénétration plus profonde des NPs jusqu’au derme. Ceci a par exemple été décrit
par Larese Filon ef al. pour des NPs d’or (Filon ef al., 2011). Ces données soulévent donc la
question d’une éventuelle distribution systémique et un impact potentiellement plus significatif

sur la santé.
3. Voie gastro-intestinale

Le tractus gastro-intestinal constitue une autre voie d’exposition pour de nombreuses
NPs, soit directement par ingestion d’aliments, de médicaments ou d’eau en contenant ou par
I’ingestion secondaire de particules inhalées et €liminées par le systéme muco-ciliaire. Certains
des produits de consommation contiennent des quantités non-négligeables de NPs. Aux

Etats-Unis, I'apport alimentaire en TiO» est estimé entre 1 et 2 mg/kg de poids corporel et par

50



INTRODUCTION Voies d’exposition

jour pour les enfants et entre 0,2 et 0,7 mg/kg/jour pour les adultes. Des expositions similaires
ont été rapportées dans les populations britannique et allemande (Bachler et al., 2015 ; Weir et
al., 2012). Selon I'Autorité¢ européenne de sécurité des aliments (EFSA), 1’exposition
journalieére au SiO» serait de 20 a 50 mg par jour chez une personne de 60 kg soit environ 1
mg/kg/jour (Becker et al., 2004). Ces données révelent que nous sommes quotidiennement
exposés par la voie orale a des quantités plus ou moins importantes de NPs. Plusieurs études in
vitro rapportent que diverses NPs incluant celles de TiOz, de SiOz, de dioxyde de cérium
(Ce02), d’argent et de PLGA peuvent franchir la barriére intestinale (A. Nkabinde ef al., 2012
; Bouwmeester et al., 2018 ; Gaiser et al., 2009). De plus, un certain nombre d’études similaires
menées chez I’animal ont aussi confirmé que certaines NPs en fonction de leurs caractéristiques
physico-chimiques pouvaient franchir la barri¢re intestinale et étre détectées dans le sang et
dans différents organes (Jani et al., 1990 ; Martirosyan et al., 2012 ; Schleh et al., 2012).

Les NPs peuvent franchir la barriére intestinale par la voie paracellulaire ou
transcellulaire (Figure 16) (Higashisaka et al., 2015). L’espace paracellulaire ne représente
cependant que 0.1% de la surface de la barriere intestinale et la taille limite de passage semble
comprise entre 0,6 et 5 nm (Patel et al., 2014 ; Ruenraroengsak et al., 2010). En revanche,
certaines NPs comme celles de chitosan sont connues pour moduler I’espace paracellulaire en
altérant les jonctions épithéliales serrées favorisant ainsi le transport paracellulaire (Amidi et
al., 2010 ; Vllasaliu et al., 2010). Le second type de passage pour les NPs consiste en la voie
transcellulaire. Les entérocytes peuvent en effet prendre en charge les NPs par endocytose au
niveau de leur membrane apicale puis les délivrer au niveau basolatéral (Patel ef al., 2014). Le
role des cellules M dans la voie transcellulaire est également avéré (Jani et al., 1989 ; Jepson et
al., 1993). Les plaques de Peyer ou se localisent les cellules M sont d’ailleurs considérées
comme des sites majeurs d’absorption de NPs (Shakweh et al., 2004). Les propriétés physico-
chimiques des NPs jouent a nouveau un réle prépondérant dans les mécanismes de transport et

leur efficacité.
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Figure 16 : Voies d'absorption des NPs a travers la barriére intestinale. D apres Higashisaka et al.,

2015.
4. Voie parentérale

L’administration parentérale des NPs se fait principalement par les voies intraveineuse
(dans la lumiére de la veine), sous-cutanée (tissu sous-cutan¢) et intramusculaire (dans les
muscles deltoide et triceps). Contrairement a toutes les autres voies d’exposition, la voie
parentérale est la seule ou I’exposition a des NPs est volontaire. Elle est d’ailleurs quasi-
exclusivement utilisée pour I’administration de NPs a usage biomédicale. Cette voie permet
notamment une distribution et une action systémique des NPs. Bednarski et al. ont étudié
I’influence de la voie d’administration sur la biodistribution de NPs d’or chez le rat. Leurs
données ont montré que 60% de la dose initiale est détectée dans le foie, les poumons, la rate,
le ceeur, les reins et le cerveau apres injection intraveineuse. En revanche, aprés administration
orale de la méme dose de NPs d’or, des quantités 50 fois plus faibles ont été observées dans les
organes (environ 1,4% de la dose initiale). Les NPs d’or sont en fait largement excrétées
(environ 56%) dans les feces aprés administration orale du fait de leur difficulté a franchir
I’épithélium intestinal alors qu’aprés injection intraveineuse seul 1 a 2% environ de la dose
initiale est éliminée dans ’urine et les féces (Bednarski et al., 2015). Une étude similaire menée
sur des NPs de TiO> a abouti a des conclusions similaires (Geraets et al., 2014). Des données
indiquent également que la toxicité¢ de NPs d’or dépend non seulement des propriétés des NPs
mais aussi de la voie d’administration. Zhang et al. ont en effet démontré une incidence plus

¢levée d'effets indésirables dans le cas d’une injection intrapéritonéale qu’intraveineuse (Zhang,
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2010). Ces résultats peuvent avoir des implications pour le développement d’applications

cliniques de telles particules.

L'injection de nanoparticules directement dans la circulation systémique contourne le
probléme des barriéres cutanée, intestinale et pulmonaire. Ce type d’administration permet
¢galement d’atteindre efficacement certains types de tumeurs (Krishnan et al., 2013 ;
Mudshinge ef al., 2011). Le phénomeéne d’opsonisation pose cependant un probléme majeur
pour les NPs injectées par voie parentérale. En effet, les NPs interagissent fortement avec les
protéines du complément, avec I’albumine et toutes les opsonines qui s’adsorbent a leur surface.
Ce processus de I’'immunité innée rend les NPs visibles par le systéme réticuloendothélial qui
peut ainsi les prendre en charge et les ¢liminer (Bose et al., 2014). L’ajout du polyéthylene
glycol (PEG) a la surface des NPs permet de limiter 1’adsorption des protéines plasmatiques
empéchant ainsi de réduire leur reconnaissance par les monocytes et les macrophages et
augmentant d’autant le temps de résidence dans le compartiment sanguin (Figure 17). Ces NPs
sont ainsi parfois qualifiées de NPs furtives. Tan ef al. ont montré que des NPs de latex de 75
nm recouvertes de PEG avaient un de temps de résidence de 13h contre seulement 20 minutes
pour celles sans PEG (Tan et al., 1993). La FDA a d’ailleurs autorisé 1’utilisation d’un certain
nombre de NPs comportant du PEG a visée thérapeutique ou pour de 1’imagerie (Bobo et al.,
2016). L’ajout de PEG permet ¢galement de prévenir 1’excrétion rénale des plus petites NPs

(Jokerst et al., 2011).

Passive targeting via stealth

Enhanced blood circulation
leading to hightened tumor
biodistribution

Opsonization by reticuloendothelial
system (RES)

Decreased blood circulation Elimination by RES

@ Erythrocyte ® PEGylated nanoparticle

Spleen

Liver
Neutrophil @ Non-PEGylated nanoparticle

Y Antibody ® Monocyte

Figure 17 : Ciblage passif avec des NPs PEGylees et non PEGylées. D’ apres Venkatraman et al.,
2012.
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5. Voie oculaire

Bien qu’étant extrémement moins prépondérante, la voie oculaire peut également
constituer une voie d’exposition aux NPs. Cette voie concerne les particules fines dans 1’air
mais aussi les NPs a visée thérapeutique. Celles-ci peuvent étre administrées par injection

périoculaire, intravitréenne ou par absorption au niveau de la cornée (Figure 18).
@
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Figure 18 : Voies d’exposition de |’eil aux nanosystemes. D aprés Weng et al., 2017.

6. Mécanismes d’entrée dans la cellule

Une NP va interagir avec la membrane plasmique puis entrer dans la cellule par un
processus appelé « endocytose ». Dans certains cas, les NPs sont internalisées dans des
endosomes précoces initialement formés par une invagination de la membranaire plasmique.
Ces endosomes précoces peuvent subir un processus de maturation et devenir des endosomes
tardifs. L’endosome peut ensuite fusionner avec d’autres vésicules endosomales et finalement
avec le lysosome pour former des endolysosomes. Les enzymes lytiques contenues dans le
lysosome conduisent a la dégradation des endosomes tardifs. Dans d'autres cas, les NPs peuvent
s'échapper de la voie lysosomale et interagir plutdt avec les organites vésiculaires comme le
réticulum endoplasmique ou I’appareil de Golgi (Beddoes et al., 2015 ; Mao et al., 2013 ; Sahay
etal.,2010).
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Figure 19 : Voies d'endocytose des NPs. D’ aprés Mao et al., 2013.

Le terme endocytose regroupe en réalit¢ deux grandes familles de mécanismes
d’internalisation cellulaire : la phagocytose et la pinocytose (Figure 19). La phagocytose est
caractéristique des macrophages, neutrophiles, monocytes et cellules dendritiques. Ce sont les

particules de plus grandes tailles (supérieures a 500 nm) qui empruntent cette voie.

La pinocytose quant a elle, prend en charge les NPs de plus petite taille (inférieures a 200

nm). Plus précisément, 4 mécanismes de pinocytose sont décrits :

e L’endocytose clathrine-dépendante est la voie privilégiée des NPs de PEG-acide poly-
lactique (PLA), de PLGA, de SiO ou encore de chitosan (Ma and Lim, 2003 ; Nan et
al., 2008 ; Sahay et al., 2010 ; Sahin et al., 2017).

e [’endocytose médi¢e par la cavéoline prend notamment en charge les micelles
polymériques, les liposomes PEGylés, les SPION, les QDs et les NPs d’or (Kumawat
etal.,2017 ;Luetal.,h 2007 ; Ngetal., 2015 ; Sahay et al., 2010).

e La macropinocytose est une voie utilisée par la plupart des cellules excepté les
macrophages et les cellules endothéliales au niveau cérébral. Elle permet
I’internalisation des NPs larges ou des agglomérats dans les cellules dépourvues de

phagocytose (Sahay et al., 2010).
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e [’endocytose clathrine et cavéoline indépendante est une voie des NPs polymériques
modifiées avec du folate mais aussi des NPs de PLGA (Palocci et al., 2017 ; Sahay et
al., 2010).

Les voies d’internalisation ne sont pas spécifiques d’un type donné de NPs. Elles peuvent
en effet emprunter plusieurs voies d’internalisation (Sahin et al., 2017). Les propriétés physico-
chimiques des NPs notamment leur taille et leur charge de surface sont les facteurs les plus

déterminants de la cinétique et du mécanisme d’endocytose.
7. Elimination

Les voies d’élimination des NPs sont fonction de leur taille (Figure 20). Les NPs dont le
diametre est inférieur a 5/6 nm environ sont principalement éliminées par voie rénale (Longmire
et al., 2008). La filtration glomérulaire, la sécrétion tubulaire et la réabsorption tubulaire sont
les trois grandes étapes au cours desquelles se forme I’urine définitive (Bose ef al., 2014). La
filtration des NPs a travers la paroi du capillaire glomérulaire dépend fortement de la taille des
NPs. Celles dont la taille est inférieure a 6 nm sont généralement filtrées contrairement a celles
de plus de 8 nm de diamétre. La filtration des NPs dont la taille est comprise entre 6 et 8§ nm
dépend a la fois de la taille et de la charge de la particule (Longmire et al., 2008). Le seuil de

taille de filtration est fixé par les pores des podocytes, soit environ 5 a 6 nm (Bose et al., 2014).

Les NPs de taille supérieure sont ¢liminées par la voie hépatobiliaire et le systéme des
phagocytes mononucléés (Figure 21). Les hépatocytes et le systéme réticulo-endothélial du
foie sont impliqués dans cette voie. Lorsque les NPs arrivent au niveau du sinusoide, elles
peuvent étre phagocytées et dégradées par les enzymes lytiques des cellules de Kupffer (Bose
et al., 2014 ; Petros and DeSimone, 2010). Les NPs ne pouvant étre dégradées par les
macrophages vont alors s’accumuler. La taille des fenestrations au niveau des cellules
sinusoidales étant d’environ 150 a 200 nm, des NPs peuvent également s’infiltrer dans I’espace
de Disse et étre endocytées par les hépatocytes. Ces NPs sont alors dégradées avant excrétion
par le systeme biliaire. Les NPs non dégradées peuvent également rejoindre le canalicule
biliaire par transcytose a travers les hépatocytes. Elles sont alors finalement éliminées par la

bile puis les féces (Zhang et al., 2016).
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Figure 20 : Voies de clairance des NPs. D’aprés Zhang et al., 2016.
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Figure 21 : Elimination des NPs au niveau hépatique. (1) Entrée des NPs dans le foie, (2) Arrivée des
NPs dans le sinusoide hépatique ; (3) Phagocytose des NPs par les cellules de Kupffer ; (4) Passage
des NPs dans l'espace de Disse (selon leur taille) ; (6, 7, 8) Excrétion des NPs dans la bile ; (9, 10)
Elimination des NPs dans les féces. D’ aprés Zhang et al., 2016.
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Les poumons peuvent également constituer un organe d’excrétion. Les capacités de
phagocytose des macrophages alvéolaires et les transporteurs mucociliaires sont les principaux
modes d'excrétion par les poumons (He et al, 2010). Cette clairance médiée par les
macrophages est sélective en fonction de la taille, de la géométrie et des propriétés de la surface

(Bose et al., 2014).

En plus de leur excrétion dans les selles et l'urine, les NPs pourraient également étre

excrétées dans le lait maternel ou la sueur (Li et al., 2010).

Enfin, lorsque les NPs sont séquestrées, elles peuvent s'accumuler dans certains organes.
Sadauskas et al. ont montré que des NPs d’or de 40 nm injectées par voie intraveineuse peuvent

s’accumuler dans le foie pendant plusieurs mois (Sadauskas et al., 2009).

La taille des NPs est donc 1’un des facteurs les plus importants concernant les conditions
d’excrétion et I’organe impliqué. Cependant, comme pour les mécanismes d’endocytose, la

forme et les propriétés de surface peuvent €galement I’influencer.
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III. LE FOIE, UN ORGANE CIBLE
1. Anatomie et structure

Le foie est ’organe qui possede la plus grande capacité a se régénérer. Il est situé chez
I’Homme dans 1’étage sus-mésocolique, dans I’hypocondre droit. Cet organe est totalement
indispensable a la survie de I’organisme. Représentant 1/50 de son poids il est le viscere le plus
volumineux du corps. Le foie est formé de quatre lobes : les lobes hépatiques droit et gauche
séparés par le ligament falciforme, le lobe caud¢ et le lobe carré, beaucoup plus petits en taille
(Abdel-Misih and Bloomston, 2010 ; Vernon and Kasi, 2019). Le foie posséde une double
vascularisation par D’artére hépatique d’une part (30%) et la veine porte d’autre part (70%)
(Poisson et al., 2017). L artére hépatique apporte un sang riche en oxygéne provenant du cceur
alors que la veine porte achemine du sang plus pauvre en oxygéne mais riche en nutriments
provenant de I’estomac, de I’intestin, de la rate et du pancréas. Le débit sanguin hépatique est
estimé¢ a 1,5L de sang par minute environ chez I’adulte. Trois veines hépatiques ainsi que la
veine cave inférieure assurent la collecte du sang veineux hépatique (Kan and Madoft, 2008).
Le foie est également parcouru par des voies biliaires dites intrahépatiques par opposition aux

voies biliaires extrahépatiques.

L’unité histologique de base formant le foie est le lobule hépatique (Figure 22). Cette
unité est majoritairement constituée de travées unicellulaires d’hépatocytes qui convergent des
espaces porte a la veine centrolobulaire. Au niveau des espaces porte, on distingue une triade
formée par une branche de la veine porte et une de ’artére hépatique ainsi que des canalicules
biliaires. Les sinusoides qui séparent les travées d’hépatocytes les unes des autres sont bordés
par des cellules endothéliales parmi lesquelles sont dispersées des cellules de Kupffer. Entre les
cellules endothéliales et les hépatocytes se situe I’espace de Disse ou se localisent notamment
les cellules étoilées appelées aussi cellules de Ito. Dans cette architecture cellulaire, le sang
circule des espaces porte vers la veine centrolobulaire via les sinusoides (Figure 23) (Collége

des universitaires en hépato-gastro-entérologie et al., 2014)
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Figure 22 : Organisation générale et histologique du lobule hépatique. D apres Collége des

universitaires en hépato-gastro-entérologie et al., 2014.
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Figure 23 : Localisation des hépatocytes, cellules sinusoidales, cellules de Kupffer et cellules étoilées

au sein du parenchyme hépatique. D apres Bogdanos et al., 2013.

2. Les différents types cellulaires hépatiques et leurs fonctions

Au niveau du lobule hépatique, plusieurs types cellulaires sont décrits. A 1’exception des

hépatocytes qui forment les cellules parenchymateuses du foie, toutes les autres cellules sont
non-parenchymateuses.
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2.1 Cellules endothéliales

Les cellules endothéliales des sinusoides (LSECs pour liver sinusoidal endothelial cells)
représentent environ 45% de toutes les cellules hépatiques (Bogdanos et al., 2013). Un
cytoplasme fenestré et I’absence de membrane basale sont les deux particularités qui les
caractérisérent. Les LSECs constituent une source d’agents vasodilatateurs tels que le
monoxyde d’azote (NO), le monoxyde de carbone (CO) et différents métabolites de la
cyclooxygénase permettant ainsi la régulation du flux sanguin sinusoidal. Ces molécules
agissent également de facon paracrine sur les cellules étoilées : en les maintenant dans un état
de quiescence, les LSECs inhibent leur pouvoir vasoconstricteur. Les LSECs assurent aussi un
réle de barri¢re entre la circulation sanguine et les hépatocytes. En effet, les fenestrations
formées par les LSECs ont un diametre compris entre 50 et 150 nm environ ce qui permet a
cette barriere de retenir les cellules sanguines tout en laissant passer dans 1’espace de Disse un
certain nombre de molécules comme les protéines plasmatiques, les molécules pharmaceutiques
ou les lipoprotéines (Poisson et al., 2017). Enfin, les LSECs possédant des capacités
d’endocytose importantes et une forte activité lysosomale, elles ont la capacité d’éliminer des
macromolécules solubles et des petites particules. Ces capacités d’endocytose permettent
¢galement le transfert de molécules des sinusoides a 1'espace de Disse via un processus de

transcytose.
2.2 Cellules de Kupffer

Environ 33% des cellules non parenchymateuses hépatiques sont des cellules de Kupffer
(Bogdanos et al., 2013). Ce sont des macrophages résidents. Ils représentent d’ailleurs la
population la plus abondante de macrophages résidents de 1’organisme (plus de 50%). Leur
morphologie et leur nombre sont fonction de leur localisation au sein du lobule. Les
macrophages présents dans la région périportale sont plus abondants et de taille plus importante
(Naito et al., 2004). Des microvillosités et des pseudopodes présents a leur surface témoignent
¢galement de leur forte capacité d’endocytose. Ils possédent des capacités accrues de
phagocytose et une meilleure activité enzymatique lysosomale qui leur permettent notamment
d’¢liminer les bactéries, les cellules apoptotiques, les érythrocytes sénescents et les débris
cellulaires transportés par le sang jusqu’au foie. Les cellules de Kupffer situées dans la région
centrolobulaire sont quant a elles responsables de la libération d’un certain nombre de cytokines
telles que le Tumor Necrosis Factor (TNF), les interleukines (IL) 1B, 2, 6, 8, 10 et 12 et de
chimiokines (Luyendyk ef al., 2010 ; Nguyen-Lefebvre and Horuzsko, 2015). Elles favorisent
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ainsi le recrutement de cellules immunitaires et 1’installation de I’immunité adaptative. Les
macrophages hépatiques jouent donc un role essentiel dans la surveillance immunitaire de

’organe.
2.3 Cellules étoilées

Enfin les cellules les moins abondantes du foie (environ 22% des cellules non
parenchymateuses) sont les cellules étoilées ou cellules de Ito (Bogdanos ef al., 2013). Leurs
longs prolongements cytoplasmiques entourant les sinusoides et leurs propriétés contractiles
leur permettent de participer au controle hémodynamique des sinusoides. Leur cytoplasme est
caractérisé par de nombreuses vacuoles riches en triglycérides permettant le stockage de la
vitamine A (Rosenbaum et al., 1991). Elles interviennent également dans la formation de
composants de la matrice extracellulaire et la production d’érythropoiétine indispensable a la
régénération hépatique. Plus récemment les cellules de Ito ont été assimilées a des cellules
présentatrices de I’antigéne. Elles peuvent en outre interagir avec de nombreuses cellules
immunitaires et moduler leur activité (Weiskirchen and Tacke, 2014). Ces cellules sont
¢galement responsables de la sécrétion de cytokines et de chimiokines telles que le
Transforming Growth Factor (TGF) a et B, I’Hepatocyte Growth Factor (HGF), I’IL-6 ou
encore I’IL-10 (Marra, 1999 ; Tsukamoto, 1999).

2.4 Hépatocytes

Les hépatocytes représentent entre 70% et 80% de la totalité des cellules hépatiques et
occupent environ 80% du volume de 1’organe (Bioulac-Sage et al., 1984). Les hépatocytes sont
de forme polygonale et peuvent étre en contact au sein des travées avec des sinusoides ou
d’autres hépatocytes. La plupart possedent un seul noyau mais les cellules binucléées sont
communes. Les fonctions métaboliques du foie entre autres des glucides et lipides, de
détoxification, la syntheése de protéines plasmatiques et la sécrétion de la bile sont notamment
assurées par les hépatocytes. Ce sont des cellules polarisées qui sont en contact avec un
canalicule biliaire au niveau du pole apical et avec le sinusoide au niveau du pdle basal (Zeigerer

etal.,2017).

2.4.1 Métabolisme des glucides
Le foie recoit du sang provenant de ’intestin trés riche en carbohydrates par la veine
porte. Différents transporteurs tels que le glucose transporter (GLUT) 2 permettent

I’internalisation du glucose au sein de la cellule. L’une des enzymes clefs du métabolisme des
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glucides, la glucokinase, phosphoryle alors le glucose en glucose-6-phosphate (G6P). Ce
dernier peut alors étre converti en glucose-1-phosphate (G1P), précurseur du glycogeéne
(Adeva-Andany et al., 2016). L’utilisation la plus importante du glucose par le foie est
d’ailleurs liée a la production de glycogéne, une réserve énergétique que le foie peut remobiliser
par la voie de la glycogénolyse. Celle-ci consiste en une conversion du glycogene en G1P par
la glycogeéne phosphorylase puis en G6P par la phosphoglucomutase et enfin en glucose par la
glucose-6-phosphatase. Le glucose est pris en charge a nouveau par GLUT-2 pour quitter
I’hépatocyte et rejoindre la circulation sanguine. Lorsque les réserves en glycogeéne sont
épuisées, la néoglucogenese prend le relais. Cette autre voie métabolique anabolique des
glucides permet la production de glucose a partir de plusieurs précurseurs tels que le glycérol,
le lactate ou le pyruvate. Le G6P peut également entrer dans la voie de la glycolyse qui aboutit

a la production de pyruvate ou également entrer dans la voie des pentoses phosphate.

2.4.2 Métabolisme des lipides

Le foie joue également un rdle central dans le métabolisme des lipides. En effet, les
hépatocytes assurent la synthése du cholestérol, des phospholipides et des lipoprotéines de tres
faible densit¢ (VLDL) et haute densité (HDL). Ils assurent aussi les processus de f-oxydation
des lipides au niveau mitochondrial permettant ainsi la transformation des acides gras en source
d’énergie cellulaire et celui de la cétogenése qui permet la conversion de 1’acétyl-coenzyme A
en exces en corps cétoniques, substituts du glucose (Dhillon and Gupta, 2019). Lorsque la
capacité d'oxydation des glucides apportés en excédent par I’alimentation est atteinte, le glucose
supplémentaire est converti en triglycérides dans le foie : il s’agit de la lipogénese. Les acides
gras produits sont alors stockés dans des gouttelettes lipidiques ou transportés dans le sang par

les VLDL (Enjoji et al., 2016 ; Nguyen et al., 2008).

2.4.3 Synthese des protéines plasmatiques et fonctions immunitaires

Les hépatocytes interviennent dans I’immunité innée en produisant notamment les
protéines du complément et plus particulierement la protéine C3. D’autres opsonines telles que
la protéine C-réactive, les protéines Serum Amyloid A (SAA) sont également produites par les
hépatocytes (Gao et al., 2007). Ils sont également responsables de la production de la plupart
des protéines séquestrant et modulant le fer comme la ferritine ou la transferrine. Ils jouent ainsi
un réle important dans la suppression de la croissance bactérienne via 'inhibition de I'absorption
du fer par les bactéries (Zhou et al., 2016). Les hépatocytes synthétisent également tous les
facteurs de coagulation indispensables a 1’hémostase normale tel que le fibrinogene (Fish and
Neerman-Arbez, 2012). De plus, les inhibiteurs de protéases comme [|’antitrypsine,
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I’antichymotrypsine et la a2-macroglobuline, qui jouent un role important dans 1’activation de
I’immunité innée en inactivant les protéases libérées par les pathogenes sont également produits
par les hépatocytes. Enfin, ils répondent a un certain nombre de cytokines (notamment les IL-
6, IL-22, IL-1B et TNF-a) et peuvent eux-mémes produire des chimiokines (MCP-1 (Monocyte
Chemoattractant Protein) et CXCL1 Chemokine (C-X-C motif) ligand) capables d’attirer les

cellules de I’'immunité innée (Zhou et al., 2016).

2.4.4 Sécretion de bile

La bile est principalement composée d’eau (97%), d’acides ou de sels biliaires, de
cholestérol, de phospholipides et de protéines et est excrétée par les hépatocytes. Les
hépatocytes expriment en effet des protéines qui assurent I’entrée des sels biliaires tels que le
NTCP (Na" Taurocholate Co-transporting Polypeptide) qui utilise un gradient de sodium pour
assurer sa fonction de transport ou les OATP (Organic Anion TransPorter), qui transportent les
acides biliaires non-conjugués et la bilirubine. D’autres transporteurs et pompes assurent
ensuite la sécrétion dans le canalicule biliaire comme BSEP (Bile Salt Export Pump) ou MRP2
(multidrug resistance-associated protein). Les hépatocytes assurent prés de 60% de la
production biliaire journaliére. L'unité de sécrétion de bile consiste en un réseau canaliculaire
qui est formé par la membrane apicale d'hépatocytes adjacents et scellé par des jonctions
serrées. La bile circule d’abord dans le réseau de canalicules biliaires au sein du lobule avant
de rejoindre le conduit de Hering puis le conduit biliaire interlobulaire situé dans 1’espace porte.
Ces conduits rejoignent ensuite les voies biliaires. La bile est finalement excrétée du foie par le

conduit hépatique commun (Boyer, 2013).

2.4.5 Métabolisme des xénobiotiques
Constituant 1'une des phases majeures de la toxicocinétique (ADME : Absorption,
Distribution, Métabolisme et Elimination), le métabolisme des xénobiotiques est un systéme
complexe et essentiel a la protection de I’organisme. Son fonctionnement et ses différents

acteurs sont détaillés dans la section suivante.

3. Le métabolisme des xénobiotiques

L’organisme est constamment soumis via son environnement et notre alimentation a un
grand nombre de xénobiotiques, potentiellement toxiques. Aussi, le foie assure une fonction de

filtration et d’épuration importante face a ces substances en les éliminant dans la bile et/ou grace

64



INTRODUCTION Le foie, un organe cible

a des réactions de biotransformation. Les réactions de biotransformation correspondent a un
ensemble de réactions enzymatiques qui permettent la transformation d’un composé au départ
hydrophobe en une molécule ou des métabolites hydrophiles éliminés par les voies biliaires ou

rénales (Michaud and Turgeon, 2002).

Le processus global d’élimination peut étre schématisé ainsi :

Xénobiotique
Phase Il

Phase | /R Phase Il /R2 3

ex: CYP, FMO,EH ™ ex: UGT, SULT,
: GST, NAT

ex: MRP 3

Y

Elimination

Figure 24 : Représentation schématique des 4 phases du métabolisme d'un xénobiotique dans un

hépatocyte. D’ aprés Buatois et al., 2014.

On distingue principalement parmi les réactions de métabolisation des xénobiotiques, les
réactions de phase I dites de « fonctionnalisation » et qui sont associées aux CYP et celles de
phase II dites de « conjugaison » impliquant diverses transférases. Les phases 0 et III

correspondant a des étapes de transport membranaire.
3.1 Métabolisme de phase I et cytochromes P450

Le but des enzymes de phase I est de fonctionnaliser le substrat, c’est-a-dire ajouter un
groupement chimique, une fonction chimique afin de le rendre plus polaire. Les réactions
biochimiques sont de plusieurs natures : oxydation, réduction et hydrolyse. Excepté les

hydrolyses, toutes ces réactions sont trés majoritairement assurées par les CYP.

3.1.1 Historique
C’est dans les années 1950 que des systémes enzymatiques capables d’oxyder les

médicaments ont été mis en évidence pour la premiére fois par Brodie et al. dans des
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microsomes de foie de lapin (Brodie er al., 1958). En 1958, Klingenberg observe une
pigmentation orangée lors de la complexion de microsomes de foie de rat avec du CO. Un pic
d’absorption a 450 nm en spectre UV visible est mesuré (Klingenberg, 1958). Quelques années
plus tard, en 1964, Omura et Sato démontrent que le CO est effectivement fixé par un pigment
qui est une hémoprotéine et c’est ainsi qu’apparait la dénomination actuelle de cytochrome

P450 pour Pigment a 450 nm (Omura and Sato, 1964).

3.1.2 Structure

Tous les CYP présentent une grande analogie de structure a savoir une hémoprotéine
formée par 1’association entre une apoprotéine et un noyau héminique. L’atome de fer central
de I’héme (protoporphyrine IX) est coordiné aux 4 atomes d’azote pyrroliques de la porphyrine
et a un groupement cystéinate qui assure la liaison avec 1’apoprotéine dans sa partie C-terminale
(Figure 25). Cette derni¢re est une chaine polypeptidique unique de masse moléculaire
comprise entre 40 et 60 kDa selon le cytochrome considéré. D un point de vue tridimensionnel,
la structure du CYP est composée de 12 hélices a et 5 feuillets f en configuration antiparallele.
Malgré leur tres forte analogie structurale, ’identité de séquence entre les CYP peut étre
inférieure a 20%. Cependant, trois séquences sont particulierement conservées parmi les CYP.
Les deux premiceres sont situées du coté proximal de I’héme. La séquence consensus (Phe-X-
X-Gly-X-Arg-X-Cys-X-Gly) possede le résidu cystéine qui assure la liaison avec I’atome de
fer. Elle est appelée « Cys-Pocket ». La seconde, de séquence Glu-X-X-Arg permet de stabiliser
le cceur de la structure. Enfin, la séquence (Ala/Gly-Gly-X-Asp/Glu-Thr-Thr/Ser) qui joue un
role dans le transfert des électrons est située sur la partie distale de I’héme. Les séquences
conservées sont toutes situées au niveau du noyau de la protéine, autour de I'héme. Ceci refléte

un mécanisme enzymatique commun parmi les CYP (Werck-Reichhart and Feyereisen, 2000).

Apoprotéine i
Face proximale

Heme
(protoporphyrine)

Site catalytique
/ (zone hydrophobe

Face distale pour le substrat)

Figure 25 : Schéma de la structure d'un CYP. D’aprés Nguyen, 2007.
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3.1.3 Nomenclature et classification
Depuis une trentaine d’années, une nomenclature des CYP a été mise en place. Celle-ci
est basée sur le degré d’homologie des CYP et plus particulicrement leur degré de similitude
dans la séquence en acides aminés. Le symbole CYP est utilisé pour désigner « cytochrome
P450 » suivi d’un chiffre arabe pour I’appartenance a une méme famille (plus de 40%
d’homologie de séquence) puis une lettre pour indiquer I’appartenance a une méme sous-famille
(plus de 55% d’homologie de séquence) et enfin un chiffre arabe pour désigner les différentes

isoformes de cette méme sous-famille (Figure 26) (Manikandan and Nagini, 2018).

CYP2D 6

T 1T 1

Family Iso-enzyme
Subfamily

Figure 26 : Exemple de nomenclature du CYP2D6. D aprés Wijnen et al., 2007.

Chez I’Homme, on dénombre 57 genes et plus de 59 pseudogenes répartis en 18 familles

(Mittal et al., 2015) (Tableau 4).

67



INTRODUCTION Le foie, un organe cible

Family Subfamily Genes/Pseudogenes Family Subfamily Genes/Pseudogenes
CYP1 CYP1A CYPi1A1, CYP142 CYP11 CYP11A CYP11A1
CYPIB CYP1B1 CYP11B CYP11B1, CYP11B2
CYPID CYPIDIP CYP17 CYP17A CYP17A1

CYP2 CYP2A CYP2A46, CYP2A7,
CYP2A13, CYP2ABI1P, CYP19 CYPI9A CYP19A1

CYP2AC1P

CYP2B CYP2B6, CYP2B7P

CYP20 CYP20A CYP20A1

CYP2C CYP2CS8, CYP2C9Y,
CYP2C18, CYP2C19, CYP21 CYP21A CYP21A2

CYP2C23P, CYP2C58P, CYP24 CYP24A CYP24A1
CYP2C59P, CYP2C60P, ——— —

. - p CYP26 CYP26A CYP26A1
CYP2D CYP2D6, CYP2D7,

CYP2D8P CYP26B CYP26B1
CYP2E CYP2E1 CYP26C CYP26C1
CYP2F CYP2F1, CYP2F2P CYP27 CYP27A CYP27A1l

CYP3 CYP3A CYP3A4, CYP3AS5,
CYP3A7, CYP3A43, CYP27B CYP27B1
CYP3A51P, CYP3A52P,
CYP3A54P, CYP3A137P

CYP27C CYP27C1

CYP4 CYP4A  CYP4A11, CYP4A22, ChRl CYRBh Cxeiat

CYP4A26P, CYP4A27P,
CYP4A444P, CYP4B1 CYP46 CYP46A CYP46A1
CYP4F  CYP4F2, CYP4F3, CYP4FS, CYP51 CYP51A CYP51A1
CYP4F9P, CYP4F10P,
CYP4F22, CYP4F23P,
CYP4F24P, CYP4F11,
CYP4F12, CYP4F25P

CYP5 CYP5A CYP5A1

CYP7 CYP7A CYP7Al

CYP7B CYP7B1

CYP8 CYPBA CYP8A1

CYP8B CYP8B1

Tableau 4 : Classification des CYP identifiés chez |’Homme. D apres Mittal et al., 2015.

3.1.4 Cycle catalytique des cytochromes P450

Le cycle catalytique des CYP comprend quatre grandes étapes (Figure 27). La premiére
¢tape du cycle catalytique est la fixation du substrat R-H. Un changement conformationnel au
niveau de I’apoprotéine se répercute au niveau du complexe héminique modifiant son potentiel
rédox. Cette différence de potentiel induit I’arrivée d’un premier électron qui est fourni par le
NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate). L’atome de fer central, dont le degré
d’oxydation était de +I11, est alors réduit en Fe(II). L’étape suivante consiste en la fixation d’une
molécule d’oxygene sur le fer. La derniere étape de ce cycle, est le transfert d’un nouvel électron
aboutissant a la production d’un complexe peroxy-ferrique suivie de deux protonations. La
premicre protonation conduit a la formation d’un nouveau complexe hydroperoxo Fe(Ill) et la
seconde, a la rupture de la liaison entre les deux atomes d’oxygene. Un de ces atomes est alors

¢liminé sous forme d’une molécule d’eau et un composé oxo du fer est produit. Le pouvoir tres
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oxydant de ce dernier va entrainer 1’ajout d’un atome d’oxygene sur le substrat. Celui-ci est
alors libéré du site actif sous sa forme d’un produit R-OH (Werck-Reichhart and Feyereisen,

2000).

| - helix

Ho _H H,0 H e H %,

~
- Cys Cys - Cys™,--. S
H+ H+
. ‘ —
/S [B]? /S [A]°

Cys - Cys -. . Cyseee ~ Cysho.

Figure 27 : Mécanisme moléculaire du cycle catalytique des CYP. D’apres Werck-Reichhart and

Feyereisen, 2000.

Des enzymes autres que les CYP catalysent des réactions de phase I telles que ’alcool
déshydrogénase, 1’aldéhyde déshydrogénase, des estérases ou encore la monoamine oxydase.
Ces enzymes n’assurent d’ailleurs pas que des réactions de monooxygénatiton. Elles catalysent
des réactions de réduction ou d’hydrolyse. La réduction résulte généralement en 1’addition d’un
atome d’hydrogéne sur le substrat et implique le transfert d’¢électrons sur une molécule de FAD

(flavine adénine dinucléotide) (Mittal ef al., 2015).

3.1.5 Induction des cytochromes P450
L’induction d’un CYP correspond a une augmentation de son activité. Ce phénomeéne
peut avoir des effets déléteres sur la santé. En effet, il peut par exemple aboutir a une inefficacité
thérapeutique en réduisant les concentrations plasmatiques d’un médicament. Elle peut
¢galement entrainer une bioactivation et la formation de métabolites potentiellement toxiques.
Les CYP peuvent étre induits par divers produits chimiques ou molécules d’origine naturelle.
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Le phénomene d’induction est i€ soit a I’augmentation de la transcription d’un gene, soit a la
stabilisation des ARNm ou soit a la diminution du taux de dégradation des protéines (Lin and
Lu, 1998). L’augmentation de la transcription est médiée par 1’activation de différents facteurs
de transcription clefs (Figure 28) (Tompkins and Wallace, 2007) tels que 1’ary! hydrocarbon
receptor (AhR) pour les CYP1A et CYPI1B, le constitutive androstane receptor (CAR) ou le
pregnane X receptor (PXR) pour les CYP2B, CYP3A, CYP2C et CYP2A (Nebert and Karp,
2008; Tolson and Wang, 2010). Les mécanismes d’induction impliquent également d’autres
facteurs de transcription tels que le glucocorticoid receptor (GR), le retinoid X receptor (RXR),
le liver X receptor (LXR) ou encore le peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR). Un
gene codant pour un CYP peut étre régulé par plusieurs des facteurs de transcription
précédemment évoqués car il existe un chevauchement trés important des voies de régulation

et des ¢léments se fixant sur chaque promoteur des genes des CYP (Pelkonen et al., 2008).
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Figure 28 : Représentation schématique de l'induction du CYP3A4 par un xénobiotique et activation

de PXR. D’apres Tompkins and Wallace, 2007.

3.1.6 Inhibition des cytochromes P450
L’inhibition d’un CYP correspond a une diminution de son activité. Ce phénoméne peut
entrainer dans le cas d’une drogue active, une augmentation de son effet thérapeutique ou des
effets secondaires voire méme une toxicité sévere. En revanche, dans le cas d’une prodrogue,
une diminution de I’effet thérapeutique sera constatée. Cette inhibition peut étre réversible, cas

le plus courant, ou irréversible.
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Quatre types majeurs de mécanismes d’inhibition réversible sont décrits : I’inhibition
compétitive, non compétitive, incompétitive et mixte (Pelkonen et al., 2008). La premicre a lieu
lorsque substrat et inhibiteur ont le méme site de fixation sur I’enzyme, le site actif. Le Km
(constante de Michaelis-Menten ou concentration en substrat pour laquelle la vitesse initiale de
la réaction enzymatique est divisée par deux) est augmenté alors que la valeur de Vmax (vitesse
maximale de la réaction enzymatique) est inchangée. Dans le cas de I’inhibition non
compétitive, I’inhibiteur va se fixer sur un site différent du site actif et il peut se lier a I’enzyme
libre ou au complexe Enzyme-Substrat (ES). La valeur de Km est inchangée alors que celle de
Vmax diminue. Lorsque I’inhibiteur posséde une affinité¢ différente pour I’enzyme et le
complexe ES, il s’agit d’une inhibition mixte (Kamel and Harriman, 2013). L’inhibition
incompétitive quant a elle est un mécanisme beaucoup plus rare d’inhibition qui correspond a
la fixation de I’inhibiteur sur le complexe ES. Un certain nombre de molécules ont été
identifiées comme ¢étant des inhibiteurs de CYP; ce sont généralement des molécules
hétéroaromatiques qui contiennent des atomes d’azote et qui peuvent se coordiner directement
a ’atome de Fe du noyau héminique ou a la partie lipophile de la protéine (Kamel and Harriman,

2013) (Figure 29).

HN—==N [N>

N N=— N 9
Z HO []
A cl
‘ N/\' H QH HN—
N 7 N N, < 0
N 3 :
/_\ (o]
= 0 07" "NH 8 cimetidine ¢ N
Ny 1 [ j
metyrapone indinavir 4 ketoconazole N
N )\
H

(o]

)
/
N
OH
A
: )
F o)
® Q#f, :
F ellipticine

Fluconazole

Pz N

N £
S & SR >
L : f /

Drug Discovery Today: Technologies

Z

N

N N

Figure 29 : Structures des principaux inhibiteurs réversibles des CYP. Les fleches noires indiquent les
atomes d'oxygene impliqués dans la coordination avec l'atome de Fe de l'heme. D’ aprés Kamel and

Harriman, 2013.
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Deux types d’inhibition irréversible sont décrits. L’inhibition quasi-irréversible est
caractérisée par la fixation d’un réactif intermédiaire sur I’atome de fer de I’héme aboutissant a
la formation d’un complexe catalytique inactif. L’inhibition irréversible ou inhibition suicide
quant a elle aboutit a la fixation covalente d’un réactif intermédiaire sur les acides aminés du
site actif du CYP entrainant une inactivation permanente (Correia and Ortiz de Montellano,
2005 ; Pelkonen ef al., 2008). Seule la synthése de novo de I’enzyme peut restaurer une activité
enzymatique. De nombreux groupes fonctionnels ont été décrits comme étant présents de fagon
récurrente dans les molécules capables de tels mécanismes d’inhibition. Les groupements
époxydes, les amines, les hydrazines et le méthylénedioxyphényl en sont de parfaits exemples

(Kamel and Harriman, 2013).

3.1.7 Polymorphisme des cytochromes P450
L’activité enzymatique des CYP peut également étre modulée en fonction des mutations
sur les génes codant pour les CYP ; c’est le polymorphisme enzymatique, qui est décrit
lorsqu’au moins 1% d’une population présente des variants génétiques. Il peut aboutir a
plusieurs phénotypes différents dont la fréquence varie notamment selon les groupes ethniques
(Belpaire and Bogaert, 1996 ; Johansson and Ingelman-Sundberg, 2011 ; Pelkonen et al.,
2008) :

e Les métaboliseurs ultrarapides présentent plus de deux copies actives du gene.

e Les métaboliseurs rapides (extensive metabolizers) possedent une activité
enzymatique normale. Ils sont homozygotes ou hétérozygotes pour un allcle
dominant.

e Les métaboliseurs intermédiaires ont une activité enzymatique diminuée. Ils sont
hétérozygotes pour un allele récessif ou portent deux alléles codant pour une enzyme
a I’activité réduite.

e Les métaboliseurs lents (poor metabolizers) qui présentent une forte baisse de

I’activité enzymatique. Ils sont homozygotes pour un all¢le récessif.

Le polymorphisme génétique concerne trois principales isoenzymes : les CYP2AG6,
CYP2D6 et CYP2C19. CYP2D6 (Taburet and Furlan, 2000). Concernant le CYP2D6, les
métaboliseurs rapides représentent environ 80% de la population Caucasienne. Les autres
phénotypes décrits correspondent chacun a entre 5 et 10% de cette méme population (Samer et
al., 2004). Le phénotype “métaboliseurs lents” du CYP2C19 est fréquent chez les Orientaux
(environ 20%) (Taburet and Furlan, 2000).
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3.1.8 CYPI
La famille des CYP1 comprend trois membres, les CYP1A1l, 1A2 et 1B1. Seul le
CYP1A2 est majoritairement exprimé au niveau hépatique. L’expression de leur géne est
médiée par le récepteur AhR. Le CYP1A2 est responsable de 5 a 10% des réactions de
métabolisation des médicaments. Ses substrats principaux sont I’ethoxyrésorufine, la caféine
ou la phenacétine. La fluvoxamine et la ciprofloxacine sont quant a elles connues pour étre des

inhibiteurs majeurs (Zhou et al., 2009).

3.1.9 CYP2

La famille des CYP2 est beaucoup plus vaste que celle des CYPI et comprend de
nombreux CYP impliqués dans la métabolisation des médicaments. Leur spécificité de substrat
et leur expression varient tres largement. Au niveau hépatique, le CYP2B6 représente jusqu’a
10% des CYP totaux (Pelkonen et al, 2008). Son implication dans la métabolisation de
nombreuses molécules pharmaceutiques comme le bupropion, la cyclophosphamide, la
kétamine ou le propofol est considérable (Nebert and Russell, 2002). Les CYP de la sous-
famille 2C revétent également une grande importance dans le métabolisme des xénobiotiques.
Le CYP2C9 est 'un des membres les plus exprimés au niveau du foie (environ 20%). Il
métabolise approximativement 15% des médicaments et notamment la warfarine et le
tolbutamide (Zhou et al., 2009). Un autre membre majeur de la famille est le CYP2C19 qui
représente pres de 10% de 1’activité des cytochromes hépatiques (Pelkonen et al., 2008). Ses
principaux substrats sont le diazépam, et des inhibiteurs de la pompe a protons comme
I’oméprazole ou I’ésoméprazole. Cette derniere molécule est aussi son principal inhibiteur. Le
CYP2D6 prend en charge environ 25% des molécules et est lui aussi trés fortement exprimé au
niveau hépatique. Il contribue au métabolisme du dextrométhorphane, du buffuralol, du
propanolol et de certains antidépresseurs et antipsychotiques comme la fluoxetine ou la
risperidone. La cimétidine et la quinédine sont des inhibiteurs spécifiques de ce CYP (Nebert
and Russell, 2002 ; Zhou et al., 2009). Le CYP2EI est également trés exprimé au niveau
hépatique. Il intervient dans le métabolisme de trés peu de molécules pharmaceutiques, 1’une
des plus importantes €tant I’acétaminophéne. Son substrat principal est I’éthanol (Pelkonen et

al., 2008).

3.1.10 CYP3
Trois sous-familles composent la famille des CYP3 qui représente au total 30 a 40% des
CYP hépatiques. Le CYP3AS posséde une spécificité de substrat trés proche de celle du
CYP3A4. Le CYP3A7 est I'un des CYP prédominant chez les nouveau-nés alors qu’il est tres
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minoritaire a 1’age adulte (Nebert and Russell, 2002). Le CYP3A4 est I’un des cytochromes les
plus étudiés en raison notamment de son abondance au niveau hépatique et de son implication
dans le métabolisme de prés de la moiti¢ des molécules pharmaceutiques. Le CYP3A4 possede
un large panel de substrats. La cyclosporine, le midazolam, 1’érythromycine, la testostérone et
la progestérone ne sont que quelques exemples des substrats du CYP3A4 (Zhou et al., 2009).
La taille et la structure chimique des inhibiteurs de ce CYP sont tout aussi variées que celles
des substrats: différents agents antimicrobiens (ritonavir et érythromycine), agents
antifongiques (kétoconazole), agents antihypertenseurs (vérapamil) mais aussi le jus de
pamplemousse en raison de sa forte teneur en bergamottine et 6,7-dihydroxybergamottine

(AFSSAPS, 2008 ; Pelkonen et al., 2008).

L’abondance, la proportion de médicaments pris en charge ainsi que les différents
substrats, inhibiteurs et inducteurs des principaux CYP hépatiques chez I’Homme sont indiqués

dans la Figure 30 et le Tableau 5.

VP 1A2, 12.0% CYP 1A1,2.5% __CYP 2A6,2.5%
CYP 246, 8.3% CYP 3A4,5, 34.1% [YP1A2,8.2% ~

CYP 3, 35.7% " CYP 286, 3.4%

~CYP 286, 2.5%

CYP 2C8,9, 15.8%
_CYP 2(8,5.5%

\_cyp2c18,19,

CYP 2E1,4.1% 8.3%

CYP 2E1,14.1% _ CYP 209, 16.8%

|
LCYP 2C19,3.2%

CYP 206, 1.8%
CYP 206, 18.8%

a) b)
Figure 30 : (a) Abondance des CYP hépatiques chez [’Homme et (b) proportion de médicaments

métabolisés par ces mémes CYP. D apres Kapur et al., 2014.
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cYP
Substrates
CYP 1A2 3° amine TCAs Duloxetine
(N-demethylation) Methadone
Acetaminophen Olanzapine
Caffeine Phenacetin
Clozapine (major) Propranolol
CYP 2C9 Celecoxib NSAIDs
Fluvastatin Phenytoin (major)
Glipizide Rosiglitazone
Irbesartan S-warfarin
Losartan Tolbutamide
CYP 2C19 3° amine TCAs Mephobarbital
(N-demethylation) Moclobemide
Citalopram (partly) Nelfinavir
Diazepam (partly) Omeprazole
(N-demethylation) (5-hydroxylation)
Hexobarbital Phenytoin (minor)
Indomethacin R-warfarin
Lansoprazole S-mephenytoin
CYP 2D6 2° and 3° amine TCAs (2,8,  Fluphenazine
10-hydroxylation) Haloperidol
Alprenolol (reduction)
Amphetamine Hydrocodone
Aripiprazole Methadone
Atomoxetine Mexiletine
f-blockers Mirtazapine (partly)
Bupropion Nortriptyline
Carvedilol Oxycodone
Clozapine (minor) Paroxetine
Codeine Perphenazine
(hydroxylation, Propafenone
0-demethylation) (IC antiarrhythmics)
D-fenfluramine Risperidone
Desipramine Tamoxifen
Dextromethorphan (0- Thioridazine
demethylation) Timolol
Donezepil (partly) Tramadol
Duloxetine Trazodone
Fluoxetine (partly)
CYP 2E1 Acetaminophen Isoflurane
Chlorzoxazone Methoxyflurane
Ethanol Sevoflurane
Halothane
CYP 3A4 3° amine TCAs Lidocaine
(N-demethylation) Loratadine
Acetaminophen Lovastatin
Alfentanil Midazolam
Alprazolam Mifepristone
Amiodarone Mirtazapine (partly)
Androgens Nefazodone

Inhibitors

Cimetidine Mibefradil
Fluoroquinolines (cipro-  Moclobemide

floxacin, norfloxacin)  Naringenin
Fluoxetine Rozeram
Fluvoxamine Ticlopidine
Amiodarone Fluvoxamine
D-propoxyphene Miconazole
Disulfiram Phenylbutazone
Fluconazole Sulphaphenazole
Fluvastatin Zafirlukast
Cimetidine Ketoconazole
Felbamate Moclobemide
Fluoxetine Omeprazole
Fluvoxamine Phenytoin
Imipramine Tranylcypromine
Amiodarone Hydroxybupropion
Bupropion Methadone
Celecoxib Moclobemide
Cimetidine Paroxetine
Duloxetine Perphenazine
Fluoxetine Quinidine
Fluphenazine Ritonavir
Fluvoxamine (weak) Sertraline (weak)
Haloperidol Thioridazine

Ticlopidine

Diethyldithiocarbamate

(Disulfiram metabolite)
Amiodarone Ketoconazole (azole anti-
Aprepitant fungals)
Cimetidine Mibefradil
Clarithromycin Mifepristone
Dexamethasone Naringenin
Amiodarone (grapefruit)
Aprepitant Verapamil

Le foie, un organe cible

Inducers

Char-grilled meat
Omeprazole
Tobacco

Phenytoin
Rifampin
Secobarbital

Rifampin

Phenobarbitol
Rifampin

Ethanol
Isoniazid

Barbiturates
Carbamazepine
Glucocorticoids
Modafinil
Oxcarbazepine
Rifampin

St. John’s wort

Tableau 5 : Substrats, inhibiteurs et inducteurs des CYP1A2, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1 et 344. D apres

Debattista and Schatzberg, 2006.
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3.2 Métabolisme de phase 11

Le foie, un organe cible

Les réactions de phase II sont des réactions de conjugaison qui ont pour but de rendre les

xénobiotiques plus hydrophiles. Concrétement, ces enzymes transférent un groupement polaire

sur la partie fonctionnelle OH du xénobiotique ou de son métabolite ajouté par les enzymes de

phase I. Parmi les enzymes de phase II, figurent notamment les UDP-glucuronosyltransférases

(UGT), les glutathion-S-transférases (GST), les sulfotransférases (ST), les N-acétyltransférase

(NAT) et les méthyltransférase (TPMT). Les types de réaction et les substrats sont indiqués

dans le Tableau 6.

Réactions Enzymes Substrats

Glucuronoconjugaison UDP-glucuronosyl transférases Hydroxylamines, arylamines

Sulfoconjugaison Sulfotransférases Stéroides, phénols, amines
hydroxylamines

Acétylation N-acétyltransférases Arylamines, hydrazines

Conjugaison avec des acides N-acyltransférases Acides carboxyliques aromatiques

aminés et aliphatiques

Mercaptoconjugaison Glutathion S-transférases Epoxydes d’HAP, arylamines

Méthylation Méthyltransférases Amines, catécholamines,
imidazoles, thiols

Transsulfuration Thioltransférases Echange disulfure

UDP : uridine-diphosphate ; HAP : hydrocarbures aromatiques polycycliques

Tableau 6 : Liste des réactions de phase I, les enzymes impliquées et leurs substrats. D apreés Institut

national de la santé et de la recherche médicale, 2001.

Les réactions de phase II les plus fréquentes sont de loin les glucuronoconjugaisons, les

sulfoconjugaisons et les transferts de groupement glutathion (Figure 31).
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Phase Il
NAT2
NAT1 4
GST-M
GST-T
fen GST-P
GST-A
STs
UGTs

HMT
COMT

TPMT

Figure 31 : Proportion de chaque enzyme de phase Il chez I’Homme au niveau hépatique. D apres

Evans and Relling, 1999.

3.3 Phase 0 et phase 111

La premicre et la derniére phase du métabolisme des xénobiotiques correspondent a des
¢tapes de transport (Figure 32). Elles sont assurées par des mécanismes d’influx/efflux et
médiées par deux grands types de transporteurs : les transporteurs ABC (4TP-binding cassette)
et les transporteurs SLC (solute carrier). Les transporteurs SLC sont qualifiés d’indirects car
ils ne nécessitent pas I’intervention d’ATP pour assurer leur fonction. Ils s’appuient sur un
gradient ¢électrochimique ou un gradient d’ions généré par des pompes ATP dépendantes pour
transporter des substrats. Les transporteurs SLC peuvent &tre uniports, antiports et symports si
respectivement une seule molécule est transportée, la molécule va dans le sens inverse du
gradient ou si deux molécules sont prises en charge simultanément. Les transporteurs SLC sont
enchassés dans la membrane basolatérale de 1’hépatocyte et permettent le passage du
xénobiotique du compartiment sanguin vers [’hépatocyte (Petzinger and Geyer, 2006). Prés de
400 transporteurs répartis en 52 familles sont identifiés parmi lesquels on distingue les
transporteurs de monocarboxylates, de monoamines, de cations ou d’anions organiques, de
nucléosides et d’oligopeptides protons dépendants (Jaeg, 2013 ; Lin et al., 2015). Dans la
famille SLC, certains membres sont des transporteurs spécifiques du foie comme OATP1B1,
OATP1B3 et NTCP qui prennent en charge les statines (Doring and Petzinger, 2014). Les
transports de phase I1I sont quant a eux réalisés par les transporteurs ABC. Ils utilisent I’énergie

issue de I’hydrolyse de I’ATP (adénosine triphosphate) pour transporter diverses molécules a
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travers les membranes, c’est pourquoi ils sont qualifiés de directs. Au total, 51 transporteurs
subdivisés en sept sous-familles en fonction de leur domaine de fixation a I’ATP sont identifiés
chez I’Homme. Parmi les transporteurs ABC, les membres les plus connus sont la P-gp, les
transporteurs MRP et les transporteurs BCRP (breast cancer resistance protein) (Estudante et
al., 2013 ; Hediger et al., 2013 ; Jaeg, 2013). Ils permettent le passage du xénobiotique ou de
son métabolite de I’hépatocyte vers le sang ou la bile. Afin d’assurer leur fonction d’excrétion,
ces transporteurs sont principalement localisés au niveau de la membrane luminale des
hépatocytes. MRP1 et la P-gp assurent le transport de la majeure partie des molécules au niveau
basolatéral afin d’assurer leur transport vers le sang. MRP2 est quant a lui particulierement
impliqué dans la prise en charge des groupements glucuronide et sulfonate. D’autres membres
de la famille ABC sont exprimés au niveau du foie comme MRP6 mais aussi les transporteurs

BCRP (Chandra and Brouwer, 2004 ; Petzinger and Geyer, 2006).

Transport Metabolism Transport
Phase 0| == | Phase 1 Phase 2 | =3 | Phase 3

SLC Carrier

e eg oatps, | <¥-OH {}-O-Gluc.(“

OATs, OCTs

T
O
le) ABC Carrier cC
e e.g.MRP13 {}'O'Gwc' %l =
Q3
basolateral | Phase 3 fuminal
membrane membrane

Figure 32 : Schéma représentatif des phases de transport (0 et 3) du métabolisme des xénobiotiques.

D’apres Petzinger and Geyer, 2006.
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IV. L’INTESTIN, UN ORGANE CIBLE
1. Anatomie et structure

Le tractus gastro-intestinal est formé par la bouche, 1’cesophage, 1’estomac et 1’intestin,
le rectum et I’anus. L’intestin comprend le duodénum, le jéjunum et I’iléon qui forment
I’intestin gréle et le colon ou gros intestin. Il assure des fonctions de digestion, d’absorption et
de sécrétion et joue un role primordial de barriére entre le milieu extérieur que constitue la
lumic¢re du tube digestif et le milieu intérieur. La barriére intestinale est constituée du

microbiote, d’une couche de mucus, d’un épithélium intestinal et d’une barriére immunitaire

(Figure 33).
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Figure 33 : Structure de la barriéere intestinale. D’apres Alonso et al., 2014.
2. Le microbiote

Le développement du microbiote se produit a la naissance lorsque les bactéries
maternelles colonisent le nourrisson et lors de 1’allaitement par le lait maternel. I faut attendre

I’age de 2,5-3 ans environ pour que sa composition et ses fonctions soient comparables a celles
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d’un microbiote mature adulte (Rodriguez et al., 2015 ; Thursby and Juge, 2017). La densité et
les especes bactériennes qui composent le microbiote varient sensiblement le long du tractus
gastro-intestinal. Elles différent aussi selon leur localisation dans la lumiére intestinale, dans le
mucus ou au niveau de 1’épithélium (Peterson et al., 2008). Les principaux phyla bactériens
identifiés sont Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria et Verrucomicroia
(Figure 34) (Donaldson et al., 2016). Le colon est la partie du tube digestif qui est la plus
densément colonisée. A elles seules, les bactéries du tube digestif représenteraient prés de 0,2
kg et constitueraient la plus grande population de bactéries de notre organisme (Sender ef al.,
2016). Les microbiotes a I’age adulte sont stables mais I’alimentation et les antibiotiques ont
¢été identifiés comme facteurs modifiant la composition du microbiote (Cani, 2018). Une étude
de 2011 dans laquelle des individus ont recu des régimes contenant des glucides non digestibles
pendant 3 semaines a montré que la composition des microbiotes variait selon les individus
plutot qu’en fonction du régime alimentaire. Bien que les phyla prépondérants ne changent pas,
des modifications dans ’abondance relative d’espéces bactériennes étaient mesurées et
notamment celles utilisant I’amidon. Ces changements se sont produits en quelques jours et ont
¢été inversés aussi rapidement par un nouveau changement de régime alimentaire (Walker ef al.,
2011). Ainsi, I’alimentation affecte la composition du microbiote mais celle-ci est influencée
par la composition initiale du microbiote intestinal d’un individu. Il convient également de noter
que de nombreux groupes de bactéries dominants, peut-étre ceux qui posseédent un degré plus
¢levé de diversité nutritionnelle ou de flexibilité, ne sont pas affectés par les changements

alimentaires (Flint et al., 2012).
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Dominant Gut Phyla:
Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobactenia, Pratecbactena, Varrucoimcrata

Predominant families in the:

) : Colon
Small intestine Bacleroidaceas, Prevotellaceas,
Lactobacillaceae Rikenellaceae, Lachnospiraceae,
Erysiopelotrichaceae ~ Ruminococcaceae
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Figure 34 : Composition bactérienne du microbiote intestinal. D aprés Donaldson et al., 2016.

Le microbiote est un élément indispensable de protection de 1’épithélium intestinal. I1
stimule notamment le systéme immunitaire. Il assure également des fonctions métaboliques car

les bactéries peuvent métaboliser certains sucres, peptides et gaz.
3. Le mucus

La couche de mucus intestinal permet de protéger 1’épithélium de la déshydration, des
dommages mécaniques, des différents agents pathogeénes et chimiques mais aussi de fluidifier
le transit intestinal (Tarabova et al., 2016). Ainsi, elle constitue aprés le microbiote une véritable
seconde ligne de défense physique entre la lumicre du tube et I’épithélium. Les principales
cellules impliquées dans la formation de mucus sont les cellules caliciformes (Specian and
Oliver, 1991). La sécrétion du mucus est régulée par les systémes hormonal, immunitaire et
nerveux (Tarabova et al., 2016). L’épaisseur de la couche de mucus varie le long des différentes
portions de I’intestin (Johansson ef al., 2011). Le mucus est tres riche en eau, ions et cytokines
et ses propriétés rhéologiques sont fonction de sa composition protéique (MacAdam, 1993 ;
Tarabova et al., 2016). Les protéines majoritaires sont les mucines (MUC). Elles sont contenues

dans des granules cytoplasmiques des cellules caliciformes. Ces dernic¢res sont des protéines
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tres fortement O-glycosylées ou N-glycosylées. Elles se composent d'un squelette protéique tres

riche en résidus sérine, thréonine et proline auquel sont liés de nombreux sucres (McGuckin et

al., 2011) (Figure 35).

a Mucz
N C
MUC1 N-glycosylation
O-glycosylation
Cytoplasmic
domain
Cell membrane

b

Transpert to
membrane

Secretion of
mucus granules

T N-glycosylation
Hmn O-glycosylation

Figure 35 : (a) Structure de MUC?2 secrétée et de MUCI transmembranaire. (b) Processus de
maturation et de transport des MUC. D’ aprés McGuckin et al., 2011.

Selon Corfield ef al., on distingue 2 catégories de MUC (Corfield et al., 2001) :

e Les MUC associées aux membranes cellulaires forment une premiére couche appelée
glycocalyx de 1 um d’épaisseur environ qui est présente au niveau de la surface
apicale des cellules épithéliales. Il est a noter que le glycocalyx, en plus de sa trés
forte proportion en glycoprotéines contient des glycosaminoglycanes et des
glycolipides. Une seconde couche dite « interne » de plus grande épaisseur (50 a 100
um chez la souris) adhére ensuite au glycocalyx. Elles sont principalement composées

des MUC1, MUC3, MUC4, MUC12, MUC13, MUC15 et MUC17.

82



INTRODUCTION L’intestin, un organe cible

e Les MUC secrétées, MUC2, MUCSAC, MUCSB et MUC6 composent la couche
externe du mucus, MUC2 étant la MUC la plus secrétée elle forme le squelette du

mucus.

Le glycocalyx et la couche interne du mucus ne contiennent pas de bactéries du

microbiote (Johansson et al., 2011).

Le mucus assure principalement une fonction de défense contre les agents microbiens par
sa composition riche en peptides antimicrobiens tels que les lysozymes, les lectines et les
défensines. Les glycoprotéines du mucus assurent également une source d’énergie pour les

bactéries du microbiote.
4. L’épithélium intestinal

Grace a sa structure particuliere et la présence de repliements, de villosités et
microvillosités, la surface d’absorption de I’épithélium intestinal est considérablement
augmentée et est estimée chez I’Homme a environ 300 m? selon les données les plus hautes et
environ dix fois moins selon les plus faibles (Helander and Fandriks, 2014). Seule la paroi de

I’intestin gréle possede ces villosités.
4.1 Les différents types cellulaires et leurs fonctions

Quatre types de cellules composent 1’épithélium intestinal : d’une part, les entérocytes
qui sont des cellules absorptives et d’autre part, les cellules caliciformes, les cellules de Paneth

et les cellules endocrines, qui sont toutes trois des cellules sécrétrices (Figure 36).
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Figure 36 : Structure de l'épithélium intestinal et localisation de chaque type cellulaire. D aprés

Antoni et al., 2014.

Ces différents types cellulaires présents a la fois au niveau de I’intestin gréle et du colon
dérivent tous de cellules souches présentes au fond des cryptes intestinales appelées cryptes de
Lieberkiihn. La prolifération des cellules souches assure a 1’épithélium intestinal un taux de
renouvellement tres élevé. Les cellules de ce tissu sont en effet renouvelées tous les 3 a 5 jours
environ. Seules les cellules Paneth ont une durée de vie plus longue. Elles résident en moyenne

23 jours avant d'étre éliminées par phagocytose dans les cryptes (Figure 37).
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Figure 37 : Différenciation des cellules souches en différentes cellules intestinales. D apreés Crosnier

et al., 2006.

Les entérocytes constituent le type cellulaire majoritaire au niveau de 1’épithélium. Ils
assurent notamment I’absorption des nutriments, des ¢électrolytes et de 1’eau. La présence de
microvillosités au niveau du pdle apical des entérocytes augmente considérablement la surface
d’échange avec la lumiére intestinale et joue un rdle prépondérant dans ces fonctions
d’absorption. Les MUC secrétées par les cellules caliciformes déterminent les propriétés
rhéologiques du mucus intestinal. Les cellules a mucus sont également responsables de la
sécrétion des peptides en trefle (trefoil factors ou TFF) qui sont impliqués notamment dans la
régénération des muqueuses. Les cellules de Paneth localisées au fond des cryptes interagissent
avec les cellules souches. Elles jouent un role de défense de la muqueuse intestinale en sécrétant
des substances a action antimicrobienne telles que le lysozyme, la phospholipase A2 et des
défensines. Les cellules endocrines représentent seulement 1% des cellules de I’épithélium
digestif. Elles libérent cependant un certain nombre d’hormones, telles que la sécrétine, la
gastrine, la somatostatine, indispensables a la régulation des processus digestifs. Elles sont

¢galement impliquées dans les phénoménes d’angiogenése et de différenciation cellulaire.
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4.2 Perméabilité et transport

4.2.1 Les transporteurs
A I’'image du tissu hépatique, de nombreux transporteurs sont également exprimés au
niveau intestinal (cf. paragraphe 3.3 du métabolisme des xénobiotiques) Ces transporteurs ABC
et SLC sont a la fois localisés au niveau des membranes apicale et basolatérale de 1’entérocyte.
Les transporteurs ABC assurent une fonction d’efflux des molécules de I’entérocyte vers la
lumiére du tube digestif ou le compartiment sanguin alors qu’a I’inverse, les transporteurs SLC
sont en charge de I’influx des molécules du compartiment extracellulaire vers 1’entérocyte

(Figure 38).

Transporteurs ABC — « efflux » Transporteurs SLC/SLCO .
Partie « uptake » Partie
. Partie apicale basolatérale Partie apicale basolatérale
< -
. b7
.'g, g‘) ‘ - __Q_ALS” =S ’ (:R‘OCTI'
3 P-gp ©
E —r— g
= Q —LLPEPT
: L
o MRP2 3
Pt .
b o S
— S S ,w
E BCRP E " Lo
= < ——— ) S mgé_r;x
- Entérocyte a
PMAT Entérocyte
veine veine

Figure 38 : Schéma représentatif des transporteurs ABC et SLC. D’aprés Jaeg, 201 3.

4.2.2 Jonctions cellulaires

Les jonctions cellulaires jouent un réle prépondérant dans la fonction de barriere de
I’épithélium intestinal. Parmi les différents types de jonctions, on distingue les jonctions
serrées, les jonctions adhérentes et les desmosomes et hémidesmosomes ainsi que les jonctions
gap ou communicantes. Ces jonctions assurent des connexions entre les cellules adjacentes
mais permettent ¢galement d’établir des liens avec le cytosquelette des cellules formant ainsi
un véritable continuum structurel. Les jonctions serrées impliquent deux types de protéines :
les claudines et les occludines (Van Itallie and Anderson, 2014). Les occludines sont formées
par quatre domaines transmembranaires et deux boucles extracellulaires. Elles jouent un réle
prépondérant dans la structure des jonctions serrées et dans la régulation de la perméabilité
intestinale (Lee ef al., 2018). Les claudines ont la méme structure que les occludines. Leurs
boucles extracellulaires interagissent avec les protéines transmembranaires de la cellule

adjacente afin de former une barri¢re ou des pores pour le passage de molécules. A ce jour 24
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claudines ont ét¢ identifiées. Leur expression varie légerement en fonction du segment intestinal
considéré (Lu et al., 2013). Comme les occludines, elles assurent une fonction clé dans la
régulation du transport paracellulaire. Les jonctions serrées font également intervenir d’autres
protéines cytoplasmiques comme les Zonula Occludens (ZO). Elles comptent trois membres
Z0-1, Z0O-2 et ZO-3. Elles jouent le réle d’adaptateurs protéiques permettant la fixation des
claudines et occludines aux filaments d’actine (Garcia et al., 2018 ; Rodgers and Fanning,
2011 ; Van Itallie et al., 2009). Au niveau de leur partie N-terminale se fixent de nombreuses
protéines des jonctions serrées alors que leur partie C-terminale interagit avec le cytosquelette
d’actine. Elles sont indispensables a la régulation et au maintien de la structure des jonctions
serrées (Haskins et al., 1998 ; Lee et al., 2018). Les JAM (junctional adhesion molecule) font
partie de la superfamille des immunoglobulines (Ig) et sont également impliquées dans les
jonctions serrées. Elles sont caractérisées par deux domaines extracellulaires, un domaine
transmembranaire et un domaine C-terminal intracellulaire. Ce sont les domaines
extracellulaires qui assurent les interactions hémophiliques responsables de la formation et le
maintien des jonctions serrées. Ce sont les isoformes JAM-A et JAM-4 qui sont les plus

exprimées au niveau de la barriere intestinale (Bazzoni, 2003).
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Figure 39 : Structure d'une jonction serrée. D apres Ulluwishewa et al., 2011.
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4.2.3 Régulation des jonctions serrées
La régulation des jonctions serrées, c’est-a-dire leur assemblage, leur maintien ou leur
désassemblage peut étre influencée par différents stimuli. Cette régulation fait intervenir
différents acteurs protéiques et notamment des kinases et phosphatases qui vont phosphoryler
ou déphosphoryler les occludines. Le maintien des jonctions serrées nécessite la
phosphorylation de résidus sérine et thréonine des occludines alors que leur déphosphorylation
entraine le désassemblage des jonctions. De plus, les sites de phosphorylation de 1’occludine

sont situés dans le domaine d’interaction avec la protéine ZO-1 (Jain, 2011).

La protéine kinase A (PKA) et C (PKC), les protéines G, les protéines Rho GTPases ou
encore de la myosin light-chain kinase (MLCK) peuvent induire des modifications de la
perméabilité intestinale en régulant les niveaux de phosphorylation et déphosphorylation des
protéines impliquées dans les jonctions serrées (Ulluwishewa et al., 2011). L’ouverture des
jonctions serrées est notamment régulée par la contraction et la décontraction des filaments du
cytosquelette. Ce sont les protéines MLCK et PKC qui régulent principalement les jonctions
serrées. MLCK phosphoryle la chaine 1égére de la myosine (MLC) en réponse a différents
stimuli intracellulaires. Le plus important est I’inactivation par la PKC de la phosphatase (MLP)
qui déphosphoryle MLC (Van Spaendonk et al., 2017). Les protéines ERK (extracellular
signal-regulated kinase) et ROCK (Rho-associated protein kinase) régulent également
I’activation ou I’inactivation de MLCK (Jacob et al., 2005 ; Riento and Ridley, 2003). Le statut
de phosphorylation de MLC induit un changement de conformation du filament de myosine ce
qui provoque son déplacement le long du filament d’actine. Le cytosquelette subit alors une

tension qui aboutit finalement a une perturbation des jonctions serrées (Rigor et al., 2013).
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Figure 40 : Régulation des jonctions serrées par les phosphatases et kinases. D ’apres Van Spaendonk

etal, 2017.

4.2.4 Rupture des jonctions serrées
De nombreux facteurs sont connus pour altérer I’homéostasie des jonctions serrées tels
que les cytokines pro-inflammatoires, le LPS (lipopolysaccharides) ou certaines pathologies

(Lee et al., 2018).

Les médiateurs pro-inflammatoires peuvent en effet augmenter la perméabilité
intestinale. C’est le cas de I’interféron (IFN) y qui induit une redistribution des protéines des
jonctions serrées et un réarrangement du cytosquelette d’actine (Bruewer ef al., 2005). Le TNF-
a est également connu pour réguler I’expression de MLKC. Le mécanisme proposé est le
suivant : la région promotrice de MLCK possede un site de liaison a NF-kB. Le TNF-a active
la voie NF-xB (Nuclear Factor Kappa B) et donc la transcription de MLCK. L’augmentation
de MLCK et de son activité aboutit finalement a une augmentation de la perméabilité intestinale
(Ma et al., 2005). De nombreuses interleukines telles que I’IL-1p ou I’IL-6 sont aussi décrites

comme induisant une augmentation de la perméabilité (Al-Sadi et al., 2008 ; Suzuki et al.,
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2011). A contrario, I’'IL-10, I’Epidermal Growth Factor (EGF) ou le TGF-f assurent plutot un

role protecteur de la barriére intestinale (Lee, 2015).

Le LPS, un composant des parois extérieures des bactéries gram négatif, a été décrit
comme modulant significativement la perméabilité paracellulaire. Il induit une modification de
I’expression et de la localisation de ZO-1 et d’occludines de fagon dose dépendante. La protéine
MLCK semble étre impliquée dans le mécanisme de régulation (Sheth et al., 2007). La
régulation de I’expression des jonctions serrées par le LPS pourrait également faire intervenir

le récepteur Toll-like (TLR) 4 (Lee et al., 2018).

Les maladies inflammatoires de 1’intestin, I’obésité ou les Non Alcoolic Steato Hepatitis
(NASH) sont des conditions pathologiques associées a une dérégulation des jonctions serrées
et donc une augmentation de la perméabilité intestinale (Lee et al., 2018). En effet, de
nombreuses études ont montré que dans le cas de la maladie de Crohn, une maladie
inflammatoire de 1’intestin, une diminution et une redistribution des claudines 3, 5 et 8, et de
JAM-A sont décrites alors que 1’expression de la claudine 2, une protéine favorisant la création
de pores dans les jonctions est augmentée (Vetrano et al., 2008 ; Zeissig et al., 2007). Par
ailleurs, la surexpression de MLCK est ¢galement observée (Blair et al., 2006). Ces
modifications d’expressions protéiques ont lieu dans un contexte trés inflammatoire. Des
niveaux importants de TNF-a, IFN-y, IL-6 et IL-10 sont mesurés et décrits comme responsables

de modulation des jonctions serrées (Lee, 2015).

L’alimentation peut également influencer la perméabilité¢ de la barriére intestinale. Les
flavonoides sont connus pour moduler 1’expression de nombreuses protéines impliquées dans
les jonctions serrées (Lee et al., 2018 ; Suzuki and Hara, 2011). Des extraits de tilleul, d’anis
¢toilé ou de thé noir permettent de réduire la perméabilité intestinale (Konishi, 2003). Un certain
nombre d’épices ont également ét¢ identifiées comme pouvant moduler la perméabilité
intestinale. C’est le cas du piment de Cayenne ou du paprika qui augmentent la perméabilité
(Jensen-Jarolim et al., 1998). A contrario, des extraits de poivre noir ou de noix de muscade

semblent favoriser le maintien de la fonction de barriére.

4.2.5 Autres types de jonctions cellulaires
Différents types de jonctions autres que les jonctions serrées ont été identifiés au niveau

de I’épithélium intestinal. Elles forment toutes un complexe qui assure le maintien de I’intégrité
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de la barriere. On distingue du pdle apical au pdle basal de la cellule (Alberts et al., 2002 ;
Zouiten-Mekki et al., 2013) (Figure 41) :

e Les jonctions adhérentes sont des jonctions d’ancrage qui ceinturent la cellule. Elles
impliquent différentes protéines transmembranaires parmi lesquelles les cadhérines,
les caténines et la vinculine. Elles sont situées immédiatement en dessous des
jonctions serrées au pdle basolatéral et permettent de réunir entre elles des cellules
¢pithéliales adjacentes par ancrage aux filaments d’actine intracellulaires.

e Les desmosomes sont des jonctions d’ancrage reliées au cytosquelette. Elles
permettent le maintien de la forme et de la résistance des cellules. Elles sont formées
par un certain nombre de protéines telles que les desmogléines, desmocollines,
plakoglobines et desmoplakines. Ces dernieres lient le cytosquelette aux protéines
transmembranaires.

e Les jonctions gap sont composées de connexines. Ces protéines forment des
connexons qui sont en réalit¢ des hémi-canaux faisant partie de la membrane
cellulaire de chacune des cellules adjacentes. Elles permettent notamment le passage
de molécules de faible poids moléculaire tels que des métabolites ou des seconds
messagers (calcium et AMPc (adénosine monophosphate cyclique)).

e Les hémidesmosomes qui assurent 1’ancrage a la lame basale au niveau du pole

basolatéral des cellules.
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Figure 41 : Les différentes jonctions cellulaires de 'épithélium intestinal. D apreés Guerrera, 2016.
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5. Tissus lymphoides associés a ’intestin et plaques de Peyer

Les tissus lymphoides associés a ’intestin (GALT pour gut associated lymphoid tissue)
constituent la derniere ligne de défense de la barriere intestinale. Les GALT sont constitués de
sites dits « inducteurs » de la réponse immunitaire et de sites qualifiés d’« effecteurs ». Les
premiers incluent principalement les plaques de Peyer et les ganglions mésentériques alors que
les seconds sont les cellules immunitaires présentes dans la lamina propria (Mowat, 2003)
(Figure 42). Les plaques de Peyer sont des structures disposées le long de I’épithélium
intestinal. Elles sont associ¢es a des follicules lymphoides sous-jacents contenant diverses
cellules immunitaires telles que les cellules dendritiques, les macrophages, les lymphocytes T
et les lymphocytes B (Da Silva et al., 2017 ; Heel et al., 1997 ; Reboldi and Cyster, 2016). Ces
structures sont séparées de la lumiére du tube par des cellules M, qui sont des cellules
intestinales particulieres ne possédant pas de bordure en brosse. De plus, la couche de mucus
présente au niveau de ces zones est beaucoup moins €paisse. La lamina propria quant a elle

présente des cellules de I’immunité innée et des lymphocytes T préts a rejoindre I’épithélium
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Figure 42 : Organisation des tissus lymphoides associés a l'intestin et interactions entre les cellules

des sites inducteur et effecteur. D aprés Dorier, 2016.
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I. LA NANOTOXICOLOGIE

La nanotoxicologie est une science qui vise a étudier les effets sur la santé des NPs et plus
généralement des matériaux a échelle nanométrique synthétisés ou non par I’Homme. Cette
science qui a émergé dans les années 1980 a connu et connait encore actuellement un essor
significatif di au développement, a 1’utilisation croissante des NPs et au nombre toujours plus
conséquent de questions qu’elles soulévent quant a leurs effets potentiellement néfastes sur
notre organisme. Les chiffres relatifs au nombre de publications scientifiques dans ce domaine

transcrivent parfaitement cette tendance.
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Figure 43 : Evolution du nombre de publications en nanotoxicologie et nanotechnologie de 1980 a

2010. D apres Sauer et al., 2011.
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II. FACTEURS DE TOXICITE DES NANOPARTICULES

En plus des concentrations, doses et durée d’exposition choisies, de nombreux parametres
physico-chimiques des NPs comme leur taille, leur charge de surface, leur forme, leur

composition ou encore leur degré d’agrégation peuvent influencer les données de toxicité

obtenues (Figure 44).
Size
Specific ‘
surface

area

Surface chemistry

Figure 44 : Caractéristiques physico-chimiques des NPs impliquées dans leur activité biologique.

D’apreés Marano et al., 2016.
1. La taille

La taille des NPs est I'un des facteurs déterminant le plus la toxicité des NPs. Ce
parametre gouverne notamment la profondeur d’atteinte dans I’organisme et le degré
d’internalisation au niveau cellulaire des NPs. Braakhuis et al. ont démontré que la quantité de
NPs d’argent de 14 nm est 3,5 fois supérieure a celle des NPs de 410 nm au niveau des alvéoles
pulmonaires (Braakhuis et al., 2014). Par ailleurs, les mécanismes d’internalisation divergent
en fonction de la taille des NPs. La phagocytose concerne les trés grosses NPs alors que les
processus d’endocytose sont plus fréquents pour les NPs dont la taille est inférieure a 200 nm
environ. Les voies de la pinocytose et de la macropinocytose prennent en charge des NPs de

taille variable. En outre, un certain nombre d’études ont montré qu’un taux maximum
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d’internalisation est observé avec une taille spécifique de NPs (50 nm environ). Des NPs plus
larges, au-dela de 100 nm et plus petites, en dessous de 30 nm environ, ont un taux

d’internalisation significativement réduit (Foroozandeh and Aziz, 2018).

Au regard de la littérature, plus les NPs sont de petite taille plus leur potentiel cytotoxique
semble significatif. Ceci s’explique en partie par la surface spécifique des NPs. La surface de
contact avec I’environnement biologique est d’autant plus grande que les NPs sont petites. Pan
et al. ont par exemple étudié la toxicité de NPs d’or dont la taille varie entre 0,8 et 15 nm dans
des lignées cellulaires de fibroblastes, de cellules épithéliales, de macrophages et de
mélanomes. Leurs résultats montrent que les NPs de 15 nm sont 60 fois moins toxiques que les
NPs de 1,4 nm. A noter que la mort cellulaire est également fonction de la taille des NPs.
L’apoptose est induite par des NPs de 1,2 nm alors que la nécrose survient apres exposition a
des NPs de 1,4 nm (Pan et al., 2007). De plus, I’étude de la distribution intracellulaire de NPs
d’or de tres petite taille par microscopie électronique a transmission dans des cellules de cancer
du sein a montré que des NPs de 2 et 6 nm peuvent entrer dans le noyau et induire ainsi un effet
génotoxique alors que celles de 10 et 16 nm sont exclusivement présentes dans le cytoplasme

(Huo et al., 2014).
2. La composition chimique

La composition des NPs est un autre facteur pouvant moduler significativement les effets
cytotoxiques des NPs. Une étude menée par Yang ef al. a comparé I’impact de NPs de TiO, de
Si0; et de ZnO de taille identiques (20 nm) dans des cultures primaires de fibroblastes de souris.
Les NPs de ZnO induisent une mort cellulaire, une production d’espéces réactives de I’oxygene
(ROS) et des dommages a I’ADN plus importants que les NPs non métalliques (Yang et al.,
2009). La forme cristalline des matériaux composant les NPs peut également modifier leur
toxicité. C’est le cas du TiO,. Celui-ci existe sous trois formes cristallines différentes : la rutile,
I’anatase et la brookite, les deux premieres formes étant trés prépondérantes. Gurr ef al. ont
montré dans une lignée cellulaire épithéliale bronchique qu’a taille identique (200 nm), des NPs
de TiO; de forme rutile induisent un stress oxydant et des dommages a I’ADN mais pas les NPs
sous forme anatase (Gurr et al., 2005). De plus, dans une étude plus récente, I’impact sur la
viabilité cellulaire de sept types de NPs a base de métaux de transition a été analysé dans deux
lignées de cellules épithéliales pulmonaires. Les données révelent que la cytotoxicité est
proportionnelle au numéro atomique de 1’élément considéré (Chusuei et al., 2013). En modulant

significativement la charge de surface des NPs, les groupements chimiques présents a la surface
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des NPs constituent aussi un parametre clé modifiant la stabilité des NPs, leur internalisation

cellulaire et in fine leur potentielle toxicité (Foroozandeh and Aziz, 2018).
3. La charge de surface

La charge de surface joue aussi un role clef dans le potentiel cytotoxique des NPs car elle
détermine de fagcon conséquente leur capacité d’interaction avec I’environnement biologique.
Les NPs chargées semblent plus cytotoxiques que les formes neutres (Schaeublin et al., 2011).
Par ailleurs, les NPs de SiO», de TiO> et d'or dont la charge de surface est positive sont plus
cytotoxiques que celles de taille similaire de charge négative (Bhattacharjee et al., 2010 ;
Goodman et al., 2004 ; Oh et al., 2010). Kai et al. ont comparé la toxicité de trois types de NPs
d’oxyde de Fe présentant un potentiel zéta de 4,5, 14,4 et 23,7 mV dans des cellules
d’hépatocarcinome humain. Les données obtenues suggérent que la toxicité croit avec le
potentiel zéta (Kai et al., 2011). Ceci peut s’expliquer par des différences d’attraction
¢lectrostatique. La membrane cellulaire étant chargée négativement, les NPs de potentiel de
surface positif peuvent plus facilement interagir et pénétrer dans les cellules que celles qui sont
neutres ou chargées négativement. De plus, il a ét¢ montré que la charge de surface des NPs
peut également avoir un impact direct sur le cycle cellulaire. En effet, des NPs de polystyréne
chargées positivement peuvent se fixer a I’ADN qui lui présente des charges négatives. Le cycle
cellulaire est alors modifié (Liu et al., 2011). La charge de surface des NPs en raison a nouveau
des différences d’attraction électrostatique peut également influencer les processus
d’internalisation. Ceci a été démontré dans une étude de Graf er al. dans laquelle le taux
d’internalisation de NPs de silice dans des cellules HeLa a ¢été évalué. Les NPs de silice
fonctionnalisées avec des acides aminés et présentant une charge de surface trés positive sont
fortement internalisées comparées a des NPs de silice fonctionnalisées avec du PEG ou non

fonctionnalisées et dont le potentiel z€Eta est négatif (Graf ef al., 2012).
4. Le degré d’agrégation/d’agglomération

Le degré d’agrégation/d’agglomération des NPs est un facteur supplémentaire a
considérer au regard de la toxicité des NPs. En effet, celles-ci peuvent former des agrégats ou
agglomérats de plusieurs centaines de nm de diameétre. La cohésion entre les NPs au sein des
agglomérats résulte des forces de Van der Waals, des forces électrostatiques ou des forces
développées par les tensions de surface (Witschger and Fabries, 2005). La surface de contact

avec I’environnement biologique de ces amas de NPs est fonction de leur surface spécifique.
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La réactivité biologique de 1’agglomérat est potentiellement beaucoup plus importante car sa
surface spécifique est la somme des surfaces des NPs qui le composent (Nichols ef al., 2002).
Des liaisons plus fortes peuvent aussi s’établir entre des NPs libres pour former des agrégats.
Contrairement aux agglomérats, la surface spécifique d’un agrégat est inférieure a celle des NPs
isolées (Nichols et al., 2002). La formation d’agrégats et agglomérats peut aboutir a I’apparition
de phénomeénes de sédimentation modulant davantage encore leur internalisation et leur

potentiel toxique.
5. La forme

La forme est un autre parameétre pouvant influencer la toxicité des NPs. Dans une lignée
de macrophages murins, Lee ef al. ont en effet montré qu’en plus du facteur taille, la forme des
NPs est un facteur contribuant a leur toxicité. A concentration égale, les taux de lactate
déshydrogénase et le niveau d’induction de nécrose sont trés fortement supérieurs apres
incubation avec des nanorodes (ou nanobatonnets) d’oxyde de fer que des NPs sphériques de
méme composition (Lee et al., 2014). Comme d’autres parameétres physico-chimiques, la forme
peut aussi impacter les interactions cellulaires et notamment le taux d’internalisation. Chithrani
et al. ont montré que les NPs d’or de forme sphérique sont plus efficacement endocytées que
les NPs en forme de batonnets par les cellules HelLa (Chithrani et al., 2006). Enfin, la
localisation au niveau cellulaire peut également étre fonction de la forme des NPs. Xu ef al. ont
constaté que des nanorodes (50-150 nm de largeur et 10-20 nm d’épaisseur) d’hydroxydes
doubles lamellaires sont rapidement transloqués dans le noyau et sont donc potentiellement plus
cytotoxiques que les nanofeuillets (30-60 nm de largeur et 100-200 nm de longueur) retenus

dans le cytoplasme (Xu et al., 2008).
6. Caractérisation

Les propriétés physico-chimiques des NPs pouvant significativement moduler leur
impact cytotoxique, il est impératif de parfaitement les caractériser avant toute étude
toxicologique. Il existe un certain nombre de techniques qui permettent de définir les parametres
de taille, d’agrégation, de forme et de charge de surface (Jones and Grainger, 2009). Les plus

communes sont :

e La microscopie ¢lectronique a transmission ou a balayage. En fournissant une image
des NPs, un acces direct a leur taille, a leur forme et a leur degré d’agrégation est permis.

Cependant, la préparation des échantillons (dessiccation) peut potentiellement générer
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des artefacts et 1’observation nécessite la mise en ceuvre d’équipement trés onéreux
(Jones and Grainger, 2009).

e La diffusion dynamique de lumicere (DLS pour dynamic light scattering). Cette
technique est basée sur le mouvement Brownien des NPs. Plus les NPs sont petites plus
leur mouvement Brownien induit par les molécules de solvant est rapide. Ce mouvement
aléatoire est mode¢lisé par la relation de Stokes-Einstein. Il est important de préciser que
les mesures de taille sont réalisées sur des particules en solution. Ce qui est donc
déterminé par diffusion dynamique de la lumiére est la taille hydrodynamique, c'est-a-
dire la taille d'une sphére qui diffuserait la lumiére de la méme fagon que sa particule
(Stetefeld et al., 2016). Cette technique d’analyse rapide est trés couramment utilisée
pour tout type de particules a échelle micro ou nanométrique. Elle présente ¢galement
I’avantage de déterminer la taille dans le milieu d’étude des NPs. Cette technique permet
ainsi de mettre en évidence les phénomenes d’agglomération et d’agrégation des NPs.

e La spectroscopie optique UV-visible. Cette technique est exclusivement réservée aux
NPs métalliques. Elle utilise les propriétés d’absorption ou de diffusion de la lumiére
des métaux.

e La microscopie a force atomique (AFM). Une pointe est placée en contact physique
avec un échantillon. Une force répulsive apparait en raison de la répulsion des électrons
de la surface de I’échantillon et de la pointe. La pointe est alors déformée. Sa variation
de hauteur donne la hauteur de la surface a l'endroit étudié. Le balayage de la pointe
permet finalement d’obtenir une image topographique tridimensionnelle de
I’échantillon. Cette technique a permis la visualisation d’objets a I’échelle nanométrique
ou I’optique conventionnelle ne peut pas les résoudre en raison de la nature ondulatoire
de la lumiere. Toutefois, si les particules sont déposées sur des substrats rugueux,
I’analyse de la taille des particules peut étre problématique. Le substrat sur lequel sont
déposées les NPs peut fortement influencer 1’analyse en modifiant la distribution et
I’agrégation des NPs (Klapetek ef al., 2011).

e D’autres techniques basées sur ’anisotropie (ou polarisation) de fluorescence, la
diffraction aux rayons X la spectrométrie de masse ou la spectroscopie RAMAN
peuvent permettre de déterminer certains parametres des NPs tels que la taille et/ou la
structure cristalline et/ou la composition des nanomatériaux (Gouadec and Colomban,

2007 ; Zhang et al., 2015).
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Le potentiel z€ta peut étre determiné par mesure de la mobilité électrophorétique. Pour ce
faire, un champ électrique est appliqué a une suspension de NPs. Celles-ci se déplacent plus ou
moins rapidement en fonction de leur potentiel zéta. Le déplacement des NPs ou mobilité

¢lectrophorétique est mesurée a 1'aide d'une technique interférométrique laser (Caputo, 2016).
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III. OUTILS ET TESTS POUR L’EVALUATION TOXICOLOGIQUE
1. Modéles hépatiques

Un certain nombre de modé¢les in vitro de foie ont été développés afin de tester entre
autres la toxicit¢ de composés et ceci dans le but de prédire les résultats obtenus in vivo mais

aussi afin de limiter le recours a I’expérimentation animale.
1.1 Lignées cellulaires

Les lignées cellulaires constituent 1’un des outils les plus exploités dans les études
toxicologiques. Les lignées cellulaires d’hépatocytes humains les plus communes dérivent de
tumeurs, par exemple les lignées HepG2, Hep3B, PLC/PRFs Huh7, HBG ou encore F2N-4
alors que les lignées murines les plus connues sont les cellules BRL 3A ou H4 I EC3 (Guguen-
Guillouzo and Guillouzo, 2010). La premicre d’entre elles a avoir été utilisée comme modele
dans une étude toxicologique est la lignée HepG2 développée dans les années 1970 (Knowles
and Aden, 1983). Selon, I’article de Diamon et al. paru en 1980, cette lignée pourrait permettre
d’étudier l'activation métabolique de xénobiotiques par le tissu humain et étre utilisée dans des
tests permettant I'identification de composés présentant un potentiel cancérogene pour I'Homme
(Diamond et al., 1980). Les cellules HepG2 expriment de nombreux genes spécifiques du tissu
hépatique. Cependant, ces cellules expriment peu ou de facon variable les principaux CYP
impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques. La lignée HepaRG a été développée plus
récemment dans les années 2000. Ces cellules présentent une morphologie similaire aux
hépatocytes en cultures primaires, expriment des enzymes de phase I et de phase II, différents
transporteurs d’influx et d’efflux et des facteurs nucléaires (Guguen-Guillouzo and Guillouzo,
2010). Ce haut degré de ressemblance phénotypique avec les hépatocytes primaires peut en
partie s’expliquer par le fait que les cellules HepaRG expriment preés de 85% des génes
constitutivement exprimés dans des hépatocytes primaires (Guguen-Guillouzo et al., 2010). Les
lignées cellulaires sont représentatives d’un seul phénotype, les données obtenues grace a elles
ne permettent donc pas de prendre en considération les variabilités interindividuelles limitant

donc leur valeur prédictive dans la population générale.
1.2 Cultures primaires

Les hépatocytes primaires sont obtenus a partir de fragments de foie ou de foie entier. Les

hépatocytes sont obtenus apres digestion du tissu a I’aide d’enzymes telles que la collagénase.
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Contrairement aux lignées cellulaires, la culture primaire d’hépatocytes de différents donneurs
et especes permet de mettre rapidement en évidence des différences interindividuelles et
interespeces. Les fonctions et le phénotype des hépatocytes primaires sont trés similaires a ceux
de leurs homologues in vivo. Cependant, la modification des jonctions intercellulaires et la
disparition des canaux biliaires constituent deux différences notables (Guguen-Guillouzo and
Guillouzo, 2010). Le parametre le plus limitant de ce modele est sa durée de vie. En effet,
I’expression des ARNm des principaux cytochromes P450 peut décroitre trés rapidement
(LeCluyse, 2001 ; Nelson et al., 1982). De facon générale, les capacités métaboliques de ces
cellules peuvent étre maintenues jusqu’a 72 heures environ. Des méthodes ont été¢ développées
afin de conserver sur un plus long terme les propriétés des hépatocytes primaires. L’une d’elles
consiste a placer les hépatocytes entre deux matrices de collagéne. Ainsi, la viabilité cellulaire,
la morphologie, I’excrétion de bile et d’albumine et 1’activité des enzymes de phase II sont

maintenues (Dunn et al., 1989).

Les cellules souches pluripotentes induites (IPSCs) peuvent étre différenciées en
hépatocytes en supplémentant le milieu a 1’aide de HGF, EGF, oncostatine M et fibroblast
growth factor (FGF), activine A, dexaméthasone et insuline (LeCluyse et al., 2012 ; Soldatow
et al., 2013). Cependant, leur utilisation présente plusieurs inconvénients. L’expression des
enzymes hépatiques est plus proche de celle des hépatocytes foetaux que des hépatocytes
matures (LeCluyse et al.,, 2012). Comme les hépatocytes primaires, leur activité¢ décroit
rapidement. Enfin, le processus de différenciation et I’expression des génes sont également tres
variables en fonction de I’origine des cellules souches (Marchetto et al., 2009). Ainsi, ces divers
inconvénients limitent drastiquement leur utilisation comme mode¢le pour le développement et

I’évaluation toxicologique de composés.
1.3 Les modéles 3D

Le microenvironnement cellulaire hépatique est primordial pour maintenir les fonctions
normales des hépatocytes, c’est pourquoi depuis une vingtaine d’années environ des modeles
en trois dimensions ont été développés. Les sphéroides sont des petits amas de cellules qui se
forment apres ensemencement sur des surfaces de faible adhérence ou, dans des cultures
rotatives ou selon la méthode de la goutte suspendue. Leur utilisation présente plusieurs
avantages tels que le rétablissement de la polarité cellulaire et un niveau d’expression des
enzymes de biotransformation maintenu pendant plusieurs mois (Nemoto et al., 1995 ;

Riccalton-Banks et al., 2003 ; Soldatow et al., 2013). Aritomi et al. a par ailleurs montré que la
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réponse apres traitement a I’acétaminophéne de sphéroides d’hépatocytes est comparable a celle
mesurée in vivo, c¢’est-a-dire, une hausse de la mortalité cellulaire, une diminution du taux
intracellulaire de glutathion et du potentiel membranaire mitochondrial (Aritomi et al., 2014).
Des modeles plus complexes ont ét¢ mis au point. IIs consistent par exemple en la formation
d’agrégats cellulaires dans des gels. Les hépatocytes ainsi cultivés montrent des taux de
sécrétion d’albumine bien supérieurs aux modeles 2D et peuvent étre maintenus pendant 21
jours en culture (Ise et al., 1999). De plus, I’expression des enzymes de phase I est maintenue
et est comparable a celle mesurée in vivo (Shen et al., 2006). Bomo ef al. ont également montré
qu’a l’aide d’un gel de collagéne rigide, les interactions entre cellules et matrice sont
maintenues. Les cellules hépatiques peuvent alors former un sphéroide, proliférer et se

différencier (Bomo et al., 2016).
1.4 Les coupes de foie

Les coupes de foie (100 a 250 um d’épaisseur) ont ét¢ développées comme modele ex
vivo (Orbach et al., 2017 ; Starokozhko et al., 2015). Ces coupes ont I’avantage de présenter la
méme composition cellulaire et la méme architecture tissulaire ainsi qu’une activité
métabolique semblable a celle de 1’organe d’origine (Soldatow etr al., 2013). D’ailleurs,
plusieurs études ont montré que les résultats obtenus grace a des coupes de foie sur la toxicité,
I’activité et la clairance métabolique de plusieurs molécules a usage pharmaceutique peuvent
étre extrapolés a des conditions in vivo avec succes (Olinga and Schuppan, 2013). Cependant,
ces coupes ont une durée de vie limitée, puisqu’elles ne peuvent étre maintenues en culture que
pendant 72 heures environ. L’activit¢ métabolique peut étre réduite aprés 6h seulement en
culture. Plus tardivement aprés 48-72 heures environ, des phénomenes de nécrose peuvent

¢galement apparaitre (Soldatow et al., 2013).

En conclusion, les monocouches de lignées cellulaires d’origine hépatique constituent les
modeles les plus simples a mettre en ceuvre mais présentent de nombreuses différences
phénotypiques comparées aux hépatocytes in vivo. Les cultures en monocouche d’hépatocytes
primaires sont plus fideles aux caractéristiques des hépatocytes que les lignées cellulaires mais
leur durée de vie est treés limitée tout comme celle des coupes de foie. Les modéles 3D
permettent d’améliorer les interactions cellules-cellules. Enfin, a I’image des coupes de foie
incluant tous les types de cellules hépatiques, les modeles 2D et 3D in vitro peuvent étre

optimisés en établissant des cocultures.
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2. Modé¢les intestinaux
2.1 Lignées cellulaires

Développée dans les années 1970, la lignée Caco-2 dérive d’un adénocarcinome
colorectal humain et est I’une des plus utilisées comme modele d’épithélium intestinal in vitro.
Cette lignée est reconnue comme modele standard par les autorités et les industries
pharmaceutiques pour les ¢tudes de perméabilité intestinale chez ’Homme (Hidalgo et al.,
1989 ; Hilgers et al., 1990). En culture, les Caco-2 se différencient spontanément en exprimant
des caractéristiques biochimiques et morphologiques comparables a celles des entérocytes qui
composent la barriére intestinale du petit intestin et forment une monocouche de cellules. Apres
21 jours, les cellules sont complétement différenciées, polarisées, présentent une bordure en
brosse au niveau apical, sont connectées entre elles par des jonctions serrées et expriment
diverses enzymes telles que la lactase ou I’aminopeptidase N, des récepteurs a des facteurs de
croissance et des transporteurs membranaires comme GLUT-5 (Lea, 2015 ; Sambuy et al.,
2005). Ce modele ne présente cependant pas toutes les caractéristiques in vivo de la barriére
intestinale et notamment la sécrétion de mucus. C’est la raison pour laquelle d’autres modeles
ont été développés comme la coculture de cellules Caco-2 et HT29. Les cellules HT29 dérivent
¢galement d’un adénocarcinome colorectal. Elles apportent au modele une propriété essentielle
de la barriere : la sécrétion de mucus. Les cellules HT29-MTX, qui sont des cellules HT-29
sélectionnées apres traitement au méthotrexate (MTX), expriment dans des proportions plus
importantes un phénotype semblable a celui des cellules caliciformes sécrétrices de mucus
(Béduneau et al., 2014). Des études ont d’ailleurs montré 1’intérét de ce modele présentant du
mucus pour étudier les phénomenes d’absorption au niveau intestinal (Pontier et al., 2001 ;
Sarmento et al., 2012). D’autres modeles in vitro ont été mis au point afin d’y inclure les cellules
M. Lorsque les cellules Caco-2 sont mises en culture avec les cellules Raji B, elles ont la
capacit¢ d’acquérir un phénotype similaire aux cellules M. Ainsi une tri-culture
Caco-2/HT29/Raji B permet de mimer les entérocytes, les cellules caliciformes et les cellules

M (Lozoya-Agullo et al., 2017).

Ces modeles de lignées cellulaires sont notamment utilisés pour étudier les mécanismes
de transport de molécules et les voies de passages paracellulaires ou transcellulaires a travers
la barriere, déterminer les potentiels effets toxiques de composés au niveau intestinal ou encore

¢tudier les processus d’efflux au niveau de la barriere intestinale (Lea, 2015).
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L’un des modeles les plus utilisés pour recréer in vitro une double interface avec les
cellules intestinales est le Transwell®. En effet, ce support permet de mimer la configuration in
vivo de Dl'intestin. Il consiste en un compartiment apical qui représente la lumicre du tube
intestinal et un compartiment basolatéral correspondant aux vaisseaux sanguins. Ces deux
compartiments sont séparés par une membrane sur laquelle sont ensemencées les cellules
formant la barriére intestinale. Le Transwell® est notamment utilisé pour étudier la perméabilité

intestinale de médicaments ou le passage de toxines (Gao et al., 2017 ; Pereira et al., 2015).

Transwell insert

- Apical compartment

el fele o]

AT A N T e p————Filter membrane

Cell monolayer

Basolateral compartment

Figure 45 : Représentation schématique d'un Transwell®.

Des supports plus complexes ont été développés pour recréer la structure des villosités
intestinales. Sung et al ont développé un support synthétique recouvert de cellules Caco-2

imitant ainsi la densité et la taille des villosités intestinales humaines (Sung et al., 2011).
2.2 Cellules primaires

Les modéles intestinaux formés a partir de cellules primaires sont moins développés que
les modeles hépatiques. Seules quelques études décrivent des protocoles plus ou moins
complexes afin d’obtenir de tels outils. En 2011, Lahar et al. ont décrit une technique
nécessitant 1’utilisation de facteurs de croissance et I’interaction avec des myofibroblastes pour
maintenir en culture des cellules intestinales primaires provenant de résections chirurgicales

(Lahar et al., 2011).
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2.3 Organoides

Les cellules souches Lrg5+ sont des cellules souches intestinales qui peuvent étre mises
en culture et se différencier en tous types de cellules intestinales en formant spontanément des
structures tridimensionnelles appelées organoides. Ces derniers possedent la plupart des
caractéristiques physiques et biochimiques du tissu natif. Des cryptes et des villosités sont en
effet observables. Leur utilisation est orientée vers la médecine régénérative et le criblage de

drogues (Liu et al., 2016 ; Sato et al., 2009 ; Shaker and Rubin, 2012).
2.4 Modeéle ex-vivo

La chambre d'Ussing fournit un systéme permettant de mesurer le transport des ions, des
nutriments et des médicaments a travers 1’épithélium intestinal. Il se compose de deux
compartiments séparés par un fragment d’épithélium prélevé chez 1’animal. La chambre
d'Ussing, comme le mod¢le en Transwell®, est constituée d’un compartiment accepteur et d’un
compartiment receveur. C’est un modele qui mime fidélement le transport intestinal mais son
intérét est limité car il conserve ses propriétés fonctionnelles seulement sur une courte durée

(Westerhout et al., 2015).
3. Tests de toxicité
3.1 Invitro

11 est possible de distinguer deux pics de mort cellulaire liées a I’apoptose et a la nécrose
dans les cultures primaires d’hépatocytes. Le premier refléte les dommages liés au protocole
d’isolement des cellules alors que le second est plutot provoqué par les conditions de culture et
I'absence du micro-environnement cellulaire (Vinken et al., 2011). C’est pourquoi, on
considérera qu’au moins 80-90% des cellules doivent étre vivantes, avant de tester 1’effet des

NPs ou du toxique.

Les tests réalisés dans le cadre des études de nanotoxicologie sont semblables aux tests
pratiqués dans une étude classique de toxicité. Ainsi, parmi les tests de toxicité réalisés in vitro
on distingue trois grandes catégories : les tests de viabilité cellulaire, les tests relatifs au stress

oxydant et a la réponse inflammatoire et enfin les tests de génotoxicité.

Les tests de viabilité cellulaire regroupent les mesures de viabilité et de prolifération

cellulaire a proprement parler et les tests d’apoptose et de nécrose. Le MTT ou 3-(4,5-Dimethyl-
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thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide est 1’'un des réactifs les plus utilisés pour
déterminer la viabilité cellulaire. Le MTT (de couleur jaune) étant métabolisé par les enzymes
mitochondriales des cellules vivantes en cristaux de formazan (de couleur violette), il est
possible par dosage colorimétrique de déterminer 1’effet toxique dii aux NPs. Cependant, une
¢tude de cytotoxicité réalisée sur des nanomatériaux carbonés a montré des résultats faux
positifs lors des tests réalisés avec le MTT (Monteiro-Riviere et al., 2009) ; en effet, certains
nanomatériaux peuvent se lier aux cristaux de formazan et empécher leur solubilisation en
stabilisant leur structure chimique. Par ailleurs, la présence intracellulaire de nanoparticules
peut interférer avec le dosage par spectrophotométrie apres la lyse des cellules. C’est pourquoi
I’utilisation d’autres dérivés de sel de tétrazolium tels que le MTS ou le WST, donnant des
formes solubles de formazan est préférable (Passagne, 2010). Au niveau méthodologique, le
type et la nature des nanomatériaux constituent donc un point critique dans la fiabilité des tests
de cytotoxicité. Il convient donc de tenir compte des propriétés physico-chimiques des NPs
mais aussi de leur comportement dans le milieu afin de choisir le test de cytotoxicité le plus

adéquat.

Afin de déterminer les effets toxiques des NPs, il est également possible d’évaluer le
phénomene d’apoptose. L’incidence de I’apoptose spontanée dans les cellules hépatiques est de
0,1% environ (Vinken and Hengstler, 2018). Elle peut étre étudiée par dosage de 1’activité des
Caspases mais aussi par marquage des cellules a I’aide d’Annexine V-FITC (Lee et al., 2007).
De nombreuses études ont également démontré que les NPs induisent un stress oxydant. La
production excessive d’especes réactives de 1’oxygeéne peut conduire notamment a 1’apparition
de dommages a I’ADN (Ryter et al., 2007). Un certain nombre de tests permettent d’étudier les
effets génotoxiques des NPs parmi lesquels le test des Comets (Li et al., 2017) ou des
micronoyaux alors que les ROS sont généralement quantifiés a I’aide d’une sonde fluorescente,
le 2',7'-dichlorofluorescein diacétate (DCFDA) qui réagit avec les especes HO-, RO-, ROO-
and H>Oo.

3.2 Invivo

Comme pour toute autre étude toxicologique, les évaluations in vivo concernant les NPs
sont généralement réalisées en premicre intention sur des rongeurs tels que les souris ou les

rats. Plusieurs parameétres sont pris en compte apres exposition aux nanomatériaux :

e [’étude histopathologique des différents tissus et organes (Yu et al., 2013)
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e ['analyse biochimique du sang et la numération cellulaire de chaque type de cellule
(Abdelhalim and Abdelmottaleb Moussa, 2013)

e La biodistribution des NPs dans les différents organes a I’aide d’un traceur

radiologique ou fluorescent (Panagi et al., 2001).

e Laclairance des NPs en étudiant l'excrétion a divers moments apres exposition (Li et

al., 2001)
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IV. ORGANOTOXICITE DES NANOPARTICULES
1. Au niveau hépatique

Le foie, un organe majeur de détoxification est I’un des tissus les plus exposés aux NPs.
Quand elles rejoignent la circulation sanguine, les NPs sont principalement internalisées au
niveau hépatique. Un certain nombre d’études menées in vitro et in vivo se sont intéressées a la
toxicité des NPs sur le foie. Nous avons réalisé une revue de la littérature récente sur les effets
cytotoxiques, génotoxiques, sur le stress oxydant, la réponse inflammatoire et les modifications

métaboliques induits par différents types de NPs au niveau hépatique.

Cette revue intitulée « Influence of nanoparticles on the liver tissue and the hepatic
functions: a review » et ayant pour co-auteurs Raphaél Cornu, Arnaud Béduneau et Héléne

Martin a été soumise au journal Toxicology.
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Abstract

Due to the increasing interest in nanotechnology in very large application fields, including
biotechnology, electronics and food industries, humans are increasingly exposed to
nanoparticles (NPs). Consequently, the question about the safety of these nanomaterials and
their impact on human health is a legitimate concern. The liver is the primary organ of
detoxification and is one of the tissues that is most exposed to NPs. When they reach the
bloodstream, NPs are mainly internalized by liver cells. This review focuses on recent in vitro
and in vivo studies addressing the effects of organic and inorganic NPs on the liver. Specifically,
the impact of the NPs on hepatic enzyme activities, the inflammatory response and genotoxicity
processes will be described. Depending on the physicochemical parameters of the NPs and the

conditions of exposure, NPs could lead to global liver injury.
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1. Introduction
Nanoparticles (NPs) are used in many fields of science and technology. NPs are defined as
spherical objects with a diameter ranging from 1 to 100 nm. According to their physicochemical
specifications, NPs are divided into different classes. Inorganic NPs, which include silver (Ag),
gold (Au), zinc (ZnO) and silica oxide (SiO2) NPs, are the most studied and are used in cancer
research, specific analysis, molecular labels, antibacterial agents or food (Salata, 2004) (Wang
et al., 2013). Synthetic-based polymer NPs are used for medical and pharmaceutical research;
polymeric NPs are especially used as drug delivery systems, and they show promising
therapeutic potential. NPs can be administered by various routes, including oral, pulmonary,
cutaneous and intravenous routes. The unique properties of NPs, including their size, surface
area and surface charge, confer a particular tropism on the NPs, which could be a real advantage
for drug targeting but also deleterious for the body due to a lack of control. Moreover, NPs are
increasingly present in daily human products. Considering that the liver acts as a biological
filtration system by retaining up to 80% of NPs in the blood (Keservani and Sharma, 2019), the
effects of the NPs on the liver need to be considered. Although the number of scientific
publications on PubMed linked to the keywords “nanoparticles” and “liver” has increased by a
factor of 10 in the last 15 years, the effects of NPs on hepatic functions are still unclear and
need to be discussed. In this context, the present review will focus on the major and recent

findings about the impact of NPs on liver cells and hepatic function.

1.1.The liver
The liver is the organ with the greatest capacity for regeneration. This organ is essential for the
survival of the organism and represents 1/50 of its weight. The liver is located in the upper right
part of the abdomen and is partially protected by the rib cage (Abdel-Misih and Bloomston,
2010)(Abdel-Misih and Bloomston, 2010). The liver consists of four asymmetrical lobes,

named the right and left hepatic lobes, the square lobe and the caudate lobe. Vascularized by
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the hepatic artery and the portal vein, the liver is one of the most perfused organs of the body,
receiving 1.5 L of blood per minute, divided between the hepatic artery and the portal vein,
which supply 70% and 30% of liver blood flow, respectively. Oxygen-rich blood arrives by the
hepatic artery, and the portal vein supplies the nutritive blood and blood to the perihepatic
organs (Kan and Madoff, 2008). In the hepatic sinusoids, the blood from the hepatic artery and

portal vein are mixed and drained out of the organ by the central vein.

At the cellular level, several cell types have been described. First, the parenchymal cells, called
hepatocytes, constitute the major cell type of the liver, since they represent 70% of the total
cellular content and occupy 80% of the liver volume (Bogdanos et al., 2013). Hepatocytes are
organized in unicellular spans that converge towards the center of the lobule and are in contact
with the sinusoids in which the blood circulates. Endothelial cells and hepatocytes are separated
by a small area called the space of Disse. Second, there are three types of non-parenchymal
cells: (i) endothelial cells of the liver sinusoids (LSECs, corresponding to 45% of non-
parenchymal cells) (Bogdanos et al., 2013), which serve as a filter facilitating access of the
hepatocytes to plasma nutrients and macromolecules; (ii) Kupffer cells (corresponding to 33%
of non-parenchymal cells), which are hepatic macrophages with phagocytic capabilities (Bilzer
et al., 2006; Bogdanos et al., 2013) and are dispersed among the endothelial cells; and finally,
(ii1) Ito cells, also called the stellate cells (corresponding to 22% of non-parenchymal cells),
which are loaded with lipid droplets, provide storage for vitamin A and form components of

the extracellular matrix (Bogdanos et al., 2013; Trefts et al., 2017).

The liver plays several predominant roles within the body, beginning with the process of
digestion, as it ensures the production of bile. Bile is composed of a mixture of water,
mucopolysaccharides, phospholipids, amino acids, bile salts, and pigments. Bile produced by
hepatocytes is stored in the gall bladder and is excreted in the duodenum to allow the digestion

of dietary lipids (Boyer, 2013). The liver is also an organ of storage, since it ensures the storage
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of sugars such as glucose (in the form of glycogen), fructose or galactose. These sugars arrive
through the portal vein and then transit through the sinusoids before they enter into the
hepatocytes by using specific protein transporters. Under the action of insulin, sugars can either
be stored or released to regulate blood sugar levels. Hepatocytes also possess a very high protein
synthesis capacity for numerous factors involved in coagulation, such as prothrombin and
fibrinogen, ceruloplasmin or C-reactive protein (CRP). Regarding lipids, the liver is the main
organ for the synthesis and storage of cholesterol and the apoproteins necessary for the
assembly of lipoproteins. The liver also ensures storage of vitamins A, D, E, K and B12 and a
number of minerals (Collége des universitaires en hépato-gastro-entérologie ef al., 2014). The
liver also plays an important role in immunity through the action of Kupffer cells, since their
phagocytic capacity allows for the capture and elimination of many parasites, bacteria and
cellular debris (Kubes and Jenne, 2018). This immune function is very important, as the liver
receives a considerable blood volume, thus allowing efficient and rapid filtration. Finally, the
liver plays a pivotal role in detoxification of the organism due to specific enzyme systems.
Indeed, the organism is constantly subjected via its environment and diet to a large number of
potentially toxic xenobiotics. Therefore, the liver performs a critical filtration and purification
function in relation to these substances by direct elimination in the bile or biotransformation
into more hydrophilic compounds that can be easily excreted in the bile or the urine. The
reactions that metabolize xenobiotics are mainly catalyzed by a superfamily of enzymes, the
cytochrome P450 (CYP) family (Manikandan and Nagini, 2018; McDonnell and Dang, 2013),
which is composed of 57 isoforms in humans. This multienzymatic complex mainly catalyzes
the oxidation of xenobiotics via a catalytic cycle involving four main stages: binding of the
substrate near the heme group of the enzyme and reduction of the iron atom, uptake of molecular

oxygen and formation of an iron-oxygen complex, scission of the molecular oxygen and
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protonation of the peroxo-ferric intermediate, and finally oxidation of the substrate and release

of the oxidized product (Guengerich, 2007).

1.2. Organic and inorganic nanoparticles
1.2.1 Inorganic nanoparticles
NPs derived from different metallic oxides can be prepared by several techniques, such as
chemical, physical or biological methods (Iravani et al., 2014; Pantidos, 2014). Their size is in
the nanometer range, and their high surface energy and magnetic properties confer on them
promising properties for the diagnosis and treatment of cancer. Small iron-based NPs
(approximately 10 nm) are used as contrast agents in magnetic resonance imaging (MRI) and
as therapeutic agents in hyperthermia-based treatments (Hadjipanayis et al., 2008). Au NPs
with a broad range of core sizes, ranging from 1 to 150 nm, are used as drug carriers, especially
in cancer chemotherapies and in gene therapy (Giljohann et al., 2009; Mody et al., 2010). Ag
NPs with a size range of 40-100 nm are used for cellular and molecular labelling (Hadjipanayis
et al., 2008; Schultz et al., 2000). Because of their specific tropism, these systems can deliver
a large dose of anticancer drug in the tumor site (Maeda et al., 2016; Shukla et al., 2012). They
allow high drug accumulation in the target tissues and minimize the toxic side effects induced
by chemotherapy. SiO> and titanium dioxide (TiO2) NPs serve as food additives and
pharmaceutical excipients and are mainly administered by the oral route. SiO> NPs are used as
a glidant in the production of tablets and also as an anti-caking agent in powdered foods under
the name of additive E551 (Dekkers et al., 2011; EFSA Panel on Food Additivies and Nutrient
Sources added to Food (ANS) et al., 2018). Additive E171, composed of TiO; particles, is an
inescapable ingredient in a very large number of daily use products for whitening and texture
(Wang et al., 2013). Another important type of metallic oxide NP is ZnO NPs. These NPs are
used in cosmetics and in biomedicine, especially in the anticancer and antibacterial fields (Jiang

etal.,2018).
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1.2.2. Organic nanoparticles
Liposomes, polymeric NPs and dendrimers are the main types of organic NPs. A very large
number of polymeric NPs have been developed. Many types of polymers have been used, such
as polylactic-co-glycolic acid (PLGA), polylactic acid (PLA), methacrylate acid (Eudragit),
chitosan, polystyrene, polycaprolactone (PCL), polyalkylcyanoacrylate (PACA) and ethyl
cellulose. This type of NP presents interesting properties, especially for medical applications
such as delivery systems for drugs and diagnostic agents (Ensign et al., 2012; Pandey et al.,
2013). In addition to their biocompatibility, these NPs can encapsulate and protect an active
compound from degradation caused by a low pH environment or by the enzymes of the
gastrointestinal tract (Pridgen et al., 2014). Depending on the method of preparation, the active
compounds are encapsulated in the core of a nanocapsule surrounded by a polymeric shell or
dispersed in the polymer matrix of a nanosphere (Guterres et al., 2007). Surface modifications
for targeting and controlled drug release induced by polymer erosion are other key
characteristics of polymeric NPs (Moritz and Geszke-Moritz, 2015). Moreover, their
pharmacokinetic characteristics, especially plasma half-life, can be improved by the addition of
hydrophilic polymers such as polyethylene glycol (PEG). PEGylated nanoparticles are often
called “stealth” NPs. Liposomes are another major type of organic NP. Liposomes are produced
from cholesterol and other phospholipids and exhibit a very large size range between 25 nm to
2.5 um (Akbarzadeh et al., 2013). Due to their high biocompatibility and complete
biodegradability, liposomes are very good candidates as drug delivery systems. Liposomes
improve the efficacy of encapsulated drugs and reduce the toxicity of encapsulated active
compounds (Akbarzadeh et al., 2013; Bookstaver et al., 2018). However, liposomes present
some disadvantages, such as a short half-life and a high cost of production (Akbarzadeh et al.,
2013). PEGylation of phospholipids is often required to prolong their vascular residence time.

Dendrimers are radially symmetric molecules composed of a central core of a single atom or
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group of atoms from which repeating units form branches, also known as dendrons (Abbasi et
al.,2014). In addition to their biocompatibility, dendrimers have excellent structural uniformity
and variable chemical composition. The large number of functional groups at the periphery of
dendrimers gives them a wide range of potential applications (Noriega-Luna et al., 2014).
Polymeric micelles are spherical self-arrangements of amphiphilic polymers and are composed
of a hydrophobic core surrounded by a hydrophilic corona (Richards et al., 2017). Micelles
represent a suitable delivery system. Lipophilic drugs can be loaded into micelles by covalent
conjugation to the polymer or by physical entrapment (Mukherjee et al., 2016). Moreover, the
small size of micelles, between 10 and 100 nm, and their hydrophilic surface properties limit
their recognition by the reticuloendothelial system, allowing a long plasma half-life (Zhang et

al., 2014).

2. Biodistribution of nanoparticles

After intravenous administration, NPs are distributed in many organs, including the spleen,
kidney, brain, heart and lung. However, the majority of the injected dose is located in the liver
when the NP size is above 6 nm, preventing renal excretion (Dogra et al., 2018; Sa et al., 2012;
Yang et al., 2017). Within 5 minutes of intravenous injection, up to 60% of polymeric
nanospheres are sequestered in the liver. Yang ef al. showed that small Ag and Au NPs with
diameters of 12.2 and 15.1 nm, respectively, were localized in the liver at very high
concentrations compared to levels in other organs (Yang et al., 2017). At least 30% and 45%
of 200 nm and 500 nm PLGA NPs, respectively, were detected in the liver 3 h after injection,
(Mohammad and Reineke, 2013). NPs were located in parenchymal cells and Kupffer cells. An
in vivo study showed that fluorescent PLGA NPs (271 nm) were internalized in 56% of stellate
cells, 89% of LSECs and 98% of Kupffer cells (Park ef al., 2016). Physicochemical properties,

including size, surface, zeta potential and chemical composition, can largely influence the
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biodistribution and uptake of NPs. As previously discussed, strategies consisting of coating or
conjugating hydrophilic polymers on the surface of NPs can prolong their half-life up to several
hours. The aim of these modifications was to reduce the opsonization process responsible for
the rapid recognition of NPs by the mononuclear phagocyte system (Beck-Broichsitter ef al.,
2015). For example, the density of PEG on the surface of Au NPs limited macrophage uptake
by modulating the adsorption of serum proteins (Walkey et al., 2012). Verrecchia et al.
compared the plasma concentration of PEGylated and non-PEGylated NPs. The plasma half-
life of the PEG PLA NPs was approximately 6 h and only a few minutes for the non-PEGylated
NPs (Verrecchia et al., 1995). However, despite the presence of the hydrophilic corona, long-
circulating NPs eventually reach the liver. Panagi ef al. showed that at least 40% of injected
PLGA NPs and poly(lactide-co-glycolide)-monomethoxy poly(ethylene glycol) PLGA-mPEG
NPs were sequestered in the spleen and the liver after several seconds and several hours,
respectively (Panagi et al., 2001). Similar to most mammalian cells, hepatocytes also interact
with NPs but to a lower extent than macrophages. Hepatocyte uptake increases for NPs with
positive zeta potential, contrary to macrophages that preferentially take up negatively charged
NPs (Wang ef al., 2015). Park and colleagues demonstrated that 4% of the hepatocytes in an
entire liver colocalized with fluorescent PLGA NPs (271 nm) (Figure 1) (Park et al., 2016).
For smaller NPs, the space of Disse plays a critical role for passage from the blood circulation
to the hepatocytes. NPs smaller than 200 nm in diameter can pass the sinusoidal fenestrations,
and a deeper diffusion in the space of Disse was reported for NPs smaller than 50 nm,
suggesting an enhanced localization of small NPs with hepatocytes (Ogawara et al., 1999;

Wang et al., 2015).
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Figure 1. Distribution of NPs in cell liver. One day after NP injection in mice, liver cells were
isolated and evaluated for NP uptake (A and B). The same experiment was performed after
Kupffer cell depletion (C and D). (A and C) Ratios of NP-positive cells of each cell type. (B
and D) Ratios of NP-positive cells in the total liver cell population. Flow cytometry analysis
was performed on non-parenchymal cell fractions using CD68 for Kupffer cells, eNOS for
LSECs and desmin for HSCs, as well as in hepatocyte fractions. Hepatocytes were isolated

separately. Each cell type is indicated in green. Figures are reproduced with permission from

reference (Park et al., 2016).

While the interaction of intravenously administered NPs with the liver has been clearly
demonstrated, the evidence is less clear for the oral route. NPs must pass through the mucus
barrier and the intestinal epithelium to finally reach the liver during the hepatic first-pass or
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later for stealth NPs. The physicochemical properties of NPs, such as their size, surface charge
and surface chemistry, govern their ability to cross the intestinal mucosa. Jani et al. compared
the gastrointestinal uptake of polystyrene particles with different sizes, ranging from 50 nm to
3 000 nm, in an in vivo study. Size-dependent uptake was clearly demonstrated, since 34% of
50 nm particles were taken up by cells, whereas 26% of the 100 nm particles were taken up
(Jani et al., 1990). Gaumet et al. compared the interaction of PLGA and polystyrene NPs in a
Caco-2 cell model. Small NPs in the range of 100 nm had the highest interaction rate with cells
(Gaumet et al., 2009). Lai et al. investigated the diffusion of different polystyrene particles
covalently modified with PEG in human mucus. Their study demonstrated that the diffusion
rate of near-neutral particles was increased compared to that of negatively charged particles
(Lai et al., 2007). It was also shown that the interaction between mucins and mucoadhesive NPs
can lead to a disruption in the mucus barrier (Wang et al., 2011). After diffusion in the mucus
layer, NPs can cross the enterocyte monolayer using the transcellular route. Depending on the
characteristics of the NPs, this route suggests direct penetration into the cells or by different
mechanisms of pinocytosis (Mao et al., 2013). The paracellular route seems to be excluded for
the passage of NPs across the intestinal barrier because a considerable difference exists between
the penetration area of these routes (1 000 D) and the size of the NPs (several tens of kD)
(Frohlich and Roblegg, 2012). Thus, very few NPs with specific properties can reach the liver

after oral administration (Yildirimer et al., 2011).

3. Histopathological changes and effects on hematology

In vivo studies identified liver injury caused by NPs at the histologic and hematologic levels.
Mice exposed to SiO> NPs showed a dose-dependent increase in alanine aminotransferase
(ALT) levels (Yu et al., 2013). The aspartate aminotransferase (AST) rate increased slightly,

whereas the most significant enzyme modulation was observed for lactate dehydrogenase
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(LDH) (Yu et al., 2013), suggesting cell membrane disruption in liver cells. Moreover, the
histopathological examination of liver tissues revealed that lymphocytic infiltration, cellular
swelling and granuloma formation increased with the dose of SiO> NPs (Yu ef al., 2013).
Similar results were obtained in another study after rat exposure to SiO, NPs (Ivanov et al.,
2012). Granuloma formation, inflammatory cell infiltration, especially Kupffer cells, and
structural damage such as hepatocellular hydropic degeneration were identified after
histopathological analysis of liver sections in animals exposed to SiO, NPs (Figure 2) (Ivanov
etal.,2012; Yuetal., 2017,2013). However, histopathological damage do not always correlate
with biochemical markers of liver injury (Chan et al., 2017; Ivanov et al., 2012). While
granulomas were detected in rat liver following exposure to SiO2 NPs, no significant difference
in ALT, in alkaline phosphatase (ALP), and total bilirubin was measured compared to that of
the control rat group. Similar to SiO, NPs, the effect of Ag NPs was clearly identified at the
histological level, leading to nuclear swelling, vacuole formation, hemorrhage and some
necrosis, whereas the impact of Ag NPs on biochemical markers was not as clear (Parang and
Moghadamnia, 2018). A recent study showed no impact on serum markers in mice exposed to
5 mg/kg once per week for 8 weeks, while a high level of AST, ALT and ALP was measured
in rats exposed for 14 days to an increased dose of 25 mg/kg of Ag NPs (Parang and
Moghadamnia, 2018; Weaver et al., 2017). Biomarkers of liver injury were also detected after
ZnO NP treatment. A notable increase in ALP and gamma-glutamyl transferase was measured
(Ansari et al., 2015; Hua-Qiao et al., 2016). Cell toxicity and inflammatory responses were
reported in the livers of animals exposed to ZnO NPs. In a recent study, Hua-Qiao et al.
measured a significant increase in monocytes and granulocyte neutrophils in the group exposed
to these same NPs (Hua-Qiao et al., 2016). Cell swelling, hemorrhage, and some obvious signs
of hepatocellular injury were also observed (Hua-Qiao et al., 2016; Najafzadeh et al., 2013).

Moreover, electron microscopic observations revealed some changes in liver cell organelles,

124



especially hypervacuolization, dilation of the endoplasmic reticulum, and condensation of
chromatin in hepatocytes of animals exposed to ZnO NPs (Ansari et al., 2015). An
inflammatory response in murine hepatic tissue was also triggered by Au NPs. Kupffer cells
and multiple inflammatory cells infiltrated the liver sections after a single exposure to Au NPs
(Ibrahim et al., 2018). Steatosis, vacuolization and necrotic foci were also observed. However,
these findings were not consistent with another study that showed no significant
histopathological abnormalities after repeated exposure to Au NPs with the same size range
(Yang et al., 2017). Again, the data regarding biochemical markers differ. No significant
differences in serum markers were found in mice and rats after subacute and subchronic
intravenous injection of Au NPs of 10 and 12.8 nm diameters, while clear modifications of
AST, ALP and ALT rates were reported in rats exposed to acute intraperitoneal injections of
Au NPs of 10 and 50 nm diameters (Abdelhalim and Abdelmottaleb Moussa, 2013; J. H. Lee
et al., 2018; Weaver et al., 2017). In conclusion, data on the effects of NPs on biochemical
markers diverge significantly from each other, regardless of the type of NPs considered.
Moreover, according to the physicochemical parameters and time and route of exposure of NPs,
correlation between histological observations and blood serum biochemistry cannot be

systematically performed.
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Figure 2. Histological changes in the liver after NPs exposure. Histological analyses of the
liver in silica NP-treated mice. (A) Representative liver sections taken from the control mice
and mice administered 29.5 mg/kg, 103.5 mglkg and 177.5 mg/kg are shown at 400 x
magnification. White arrows denote granuloma and lymphocytic infiltration in the liver, and
white triangles denote hydropic degeneration in hepatocytes. (B) The number of granulomas
and (C) the granuloma size in the silica NP-treated mice increased in a dose-dependent manner

in the silica NP-treated groups. * p<0.05 compared with the control group using ANOVA. Data
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are representative of at least eight mice. Figures are reproduced with permission from

reference (Yu et al., 2013)

4. Modification of xenobiotic-metabolizing enzymes in the liver

When NPs are taken up by hepatocytes, they can interact with a variety of enzymes, including
CYPs, a very important family of enzymes that are involved in the metabolism of xenobiotics
(Table 1). This interaction can affect the enzyme activity of hepatocytes, playing a major role
in the detoxification process of the body. Imai and colleagues reported that SIO> NPs with mean
sizes of 30 and 70 nm significantly inhibited CYP3A4 in human liver microsomes. This effect
was significantly reduced by the carboxyl modification on NPs (Imai ef al., 2014) and was
absolutely not significant using larger NPs, with diameter greater than 300 nm. Serremaspun e¢
al. showed that 9 nm Au NPs decreased the activity of CYP1A2, 2C9, 2C19 and 3A4
(Sereemaspun et al., 2008). In contrast to the large NPs, a very pronounced inhibitory effect of
small Au NPs (5 nm) on CYP2C9, CYP2C19, CYP2D and CYP3A4 activity was observed (Ye
et al., 2014). Similar effects were obtained with 12 nm Ag NPs on CYP3A4, 2C19, 2C9 and
1A2 activity (Warisnoich et al., 2011). Moreover, in a previous study, it was shown that similar
Ag NPs (15 nm) strongly inhibited the activity of CYP1A2, 2C9, 2C19 and 3A4 (Sereemaspun
et al., 2008). It was also noteworthy that small carboxyl polystyrene NPs (20 and 60 nm) were
able to inhibit the activity of CYP2C9 and 3A4, while 200 and 500 nm NPs had no significant
impact. All of these studies suggest that size is the major parameter that governs the interaction
of NPs with CYPs. The impact of NPs on CYP activity is inversely proportional to the size of
the NPs. In fact, hepatobiliary elimination was reported for NPs with sizes below 150-200 nm.
Small NPs can pass through the sinusoids via the fenestrations and have access to the space of
Disse, where they are internalized by hepatocytes (Arami et al., 2015; Zhang et al., 2016). This

is supported by an in vivo comparative study between micro- and nanocopper particles.
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Nanocopper particles severely inhibited the expression and activity of major CYP isoforms
compared to that of copper microparticles after 7 consecutive days of oral exposure (Tang et
al., 2018a). However, few studies have reported the effects of larger NPs. Indeed, large SiO;
NPs, ranging from 160 to 180 nm, significantly inhibited the catalytic activity of human liver
microsomes. Moreover, Kulthong and colleagues showed in rat liver microsomes that 180 nm
Ag NPs reduced CYP2C and 2D activities, whereas no modulation was observed on CYP3A4
(Kulthong et al., 2012). This study highlights that the effects of NPs differ according to the
CYP isoforms. Concerning polymeric NPs, PLGA NPs inhibited the activities of CYP2B and
3A in human hepatocytes, whereas no effect on CYP1A was observed (Figure 3) (Cornu et al.,
2018). Moreover, it has been shown that one type of NP with a given size may have an opposite
effect on CYP activities. For example, 30 nm SiO> NPs induce CYP2B activity, whereas they
inhibit CYP3A4 activity (Cornu et al, 2018). This study also emphasized interspecies
differences in the detoxification function of hepatocytes, since human hepatocytes were more
sensitive to NP exposure than rat hepatocytes. The relationship between in vitro and in vivo
experiments is not always obvious. In an in vivo study carried out on rats fed Ag NPs, no
significant change in the activities of CYP1A, 2C, 2D, 2E1 and 3A was reported after a
treatment of 1 g/kg/day (Kulthong et al., 2012). In contrast, a toxicological study using the SiO>
NPs showed a good correlation in the modulation of CYPIA, 2B and 3A activities between in
vitro experiments using rat liver microsomes and in vivo studies consisting of the intravenous

administration of NPs in animals (Figure 3) (Cornu et al., 2018).

128



(A)

_
=)
N
S
1

CYPIA Activity
Fold Change (vs control medium)

Fold Change (vs Control)

NPI '
<o |

o o
o i
1

Control ]]HID]]I]]]IH

z mgml

(B) E) , »
00
=2 175
£ 3 150
3 £ 125
& 100
- 20
£ I
23 5 10
g: Y S ———
o8 S s
G2 b
= ) r _
L o ©
z Z Z

fium

o B =
S W O
Control ]ﬂmﬂ]}{

S NP NI \P N NP NP6
S
© (F)
0 wex 2.59 *k
2 3 %
ZE o
EME B MUE
2 os A
3 £ % 20
o= UL - =
2 ay o o - o mg
g 2 Z Z Z
S

Control Medium

Figure 3. Effect of NPs on CYP activity. Effect of PLGA (0.1 to 1 mg/mL) and silica (0.1
mg/mL) nanoparticles on CYP1A4 (A), CYP2B (B) and CYP3A (C) activities in primary human
hepatocyte cultures after 72 h of exposure. [-naphthoflavone (f-NF 50 uM), 3-
methylcholanthrene (3MC 5 uM), phenobarbital (PB 1 mM), dexamethasone (Dex 50 uM) and
rifampicin (Rif 10 uM) were used for 72 h of treatment as reference CYP inducers. a-
naphthoflavone (a-NF 10 uM), erythromycin (Ery 10 uM) and ketoconazole (Keto 25 uM) were
used for 2 h (a-NF) or 24 h (Ery and Keto) of treatment as reference CYP inhibitors. Effect of

PLGA (5 mg) and silica (0.5 and 5 mg) nanoparticles on CYP1A4 (D), CYP2B (E) and CYP3A4
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(F) activities in rat liver microsomes. Nanoparticles were injected in rats every 24 h for up to
72 h. 3MC (20 mg/kg/d) and PB (80 mg/kg/d) were used for 72 h of treatment as reference CYP
inducers. CYP activities are expressed as fold change versus control medium, which was set to
1. Data are the means + SEM from triplicate of at least 3 independent cultures. *p<0.05,

**p<0.01 and ***p<0.001 with respect to control medium.

Most of the studies on NP-induced hepatic enzyme alterations reported an inhibitory effect on
CYP activity. More than the surface properties and composition, the key parameter influencing
CYP catalytic activity was the size of the NPs. Hypotheses were formulated to explain the effect
of NPs on CYP activity. The first requires the internalization of NPs in hepatocytes to trigger
the modulation of CYP activity, and the difference in cellular uptake is dependent on the size
of the NPs. The second hypothesis is based on a physical disruption of the electrons implicated
in CYP oxidation (Lamb et al., 2010). The third is based on the adsorption of NPs on CYP
isoenzymes at sites other than the catalytic site, which could lead to a modification of CYP
structure and thus its catalytic activity (Frohlich et al., 2010). The fourth hypothesis involves
the binding of NPs to the catalytic site. However, the dimensions of CYP substrate pockets are
much smaller than NP size (Frohlich et al., 2010; Lamb et al., 2010). The volume of the
CYP3A4 active site seems to vary greatly from 1386 A® to 520 A® (Otyepka et al., 2007),
negating the hypothesis of a competitive inhibition mechanism. The last hypothesis is a possible
modulation of CYP activity through activation of the NF-kB pathway, which has been shown

to regulate CYP at the mRNA and activity levels (Tang et al., 2018).
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5. Inflammation and oxidative stress

Oxidative stress and inflammation can appear in hepatic tissue subsequent to NP exposure.
Modulation of the expression of proinflammatory cytokines induced by NPs has been widely
reported in the literature (Table 2). Gaiser ef al. studied mRNA expression of cytokines and
receptors, both in C3A cell cultures and in rat liver (Gaiser et al., 2013). The researchers showed
that Ag NPs induced an upregulation of mRNA expression of different inflammatory cytokines,
especially IL-8 (or MIP2, the murine homologue of IL-8), TNF-a and the receptor IL-1RI.
Moreover, SICAM-1, the circulating form of ICAM-1, which is involved in cell-cell interactions
between immune and endothelial cells, was increased following Ag NP exposure. This study
suggests a significant hepatic inflammatory response initiated by Ag NP exposure both in vitro
and in vivo. Repeated exposure to Ag NPs induced an increase in serum levels of
proinflammatory cytokines such as IL-1 and IL-6, THP-1 and THP-2 cytokines (IL-12 and IL-
10, respectively) and TGF-B (Park ef al., 2010). In addition, an increase in B cell distribution

and inflammatory cell infiltrates was observed.

Some signs of Kupffer cell activation and an increase in their number were clearly identified in
rat liver following exposure to Au NPs (10 and 20 nm) by intraperitoneal infusion (Abdelhalim
and Jarrar, 2011). These cytologic inflammatory markers were confirmed by Cho et al., who
showed an upregulation in genes involved in the inflammatory and immune response in mouse
liver after exposure to PEG-coated Au NPs (100 nm) (Cho ef al., 2009b). The same coated NPs
with a smaller size (13 nm in diameter) induced liver inflammation with neutrophil influx. The
level of adhesion molecules, chemokines and inflammatory cytokines increased up to 24 h after
intravenous injection (Cho et al., 2009a). Histopathological sections showed an infiltration of
inflammatory cells. Induction of inflammatory cytokines was also demonstrated at the mRNA
and protein levels in the mouse liver after exposure to TiO2 NPs. Inflammation induced by TiO2

NPs led to global liver injury via the apoptosis pathway, starting with upregulation of Toll-like
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receptors TLR2 and TLR4 and activation of a subsequent cytokine pathway (Cui et al., 2011).
Moreover, TiO2 NPs changed the expression levels of many genes involved in liver metabolic
processes, especially genes encoding metallothioneins, which are involved in protection against

oxidative stress (Li et al., 2017).

Kupffer cells, the resident macrophages of the liver, play a critical role in NP-induced
inflammation because of their localization, uptake functions and capacity to secrete certain
cytokines. Kupffer cells line the hepatic sinusoid, where NPs with a size less than 150-200 nm
can pass through the fenestrations (Arami et al., 2015; Zhang et al., 2016). These NPs may be
recognized by different components of NPs (e.g. shell, core, surface-decorating moieties, and
cargoes) as foreign (Elsabahy and Wooley, 2013). Macrophages take up the NPs, and
internalization has also been clearly demonstrated for inorganic NPs (Chen et al., 2013; Hussein
and Sarhan, 2014; Sun et al., 2013). Activated Kupffer cells release different signaling
molecules and inflammatory mediators, such as cytokines, chemokines, nitric oxide (NO) and
reactive oxygen species (ROS), leading to the inhibition of specific complexes (I and IV) of the
mitochondrial respiratory chain (Dixon et al., 2013; Hussein and Sarhan, 2014; Sun et al.,
2014). Activation of Kupffer cells is associated with a major infiltration of inflammatory cells
in the liver upon exposure to NPs. Some lymphocytic infiltration has been observed in the livers
of rats exposed to Au NPs (Abdelhalim and Jarrar, 2012). In addition to the infiltration of
inflammatory cells, increases in serum levels of white blood cells, neutrophils, lymphocytes
and monocytes were also reported after SiO> NP administration (Sun et al., 2013). This cell
recruitment is also involved in NP elimination from the liver (Abdelhalim and Jarrar, 2011).
Moreover, a direct link between inflammation and oxidative stress has already been reported
and consists of activation of some transcription factors involved in the oxidative stress response
(Donaldson et al., 2001). Small SiO2 NPs (30 nm) induced ROS production via an ATP-P2X7-

dependent pathway in Kupffer cells (Figure 4) (Kojima et al., 2014; Nakanishi et al., 2016).
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This was followed by activation of NLRP3, an activator protein of the inflammasome, and then
IL-1B was released. Finally, both the inflammatory response and oxidative stress were
responsible for cell death and global liver injury (Hussein and Sarhan, 2014). The
proinflammatory response mediated by Kupffer cells is usually described as the origin of liver

injury following exposure to NPs.
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Figure 4. Proposed production signaling of IL-1f and IL-18 in cells exposed to silica NPs.

Figures are reproduced with permission from reference (Nakanishi et al., 2016).

6. Genotoxicity

Genotoxicity is usually evaluated by the conventional comet assay, the fgp-modified comet
assay and the micronucleus test. DNA damage due to NPs, including TiO», SiO2 and ZnO NPs,
has been reported in hepatic cells (Yazdimamaghani et al., 2019) (Table 2). Shukla et al.
demonstrated by comet assay that an increase in oxidative DNA alteration occurred in HepG2
cells after 6 h of incubation with TiO> NPs (Shukla et al., 2013). The effect was dependent on

NP concentration. In a C3A hepatic cell line model, some DNA damage was also reported after
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4 h of exposure to small positively charged TiO, NPs (Kermanizadeh et al., 2012). The effects
of inorganic NPs were evaluated using a human 3D liver microtissue model. NPs composed of
Ag and ZnO were the most genotoxic compared with the genotoxicity of TiO> NPs. The effect
was exacerbated after repeated exposure compared to that of a single administration
(Kermanizadeh et al., 2014). Comet assays indicated that 10 nm uncoated anatase TiO» NPs
increased DNA strand breaks in the livers of mice exposed to 50 mg/kg/day for 3 days (Li et
al.,2017). Additionally, some repeated respiratory exposure of rats to 25 nm TiO2 NPs led to a
significant increase in DNA damage (Relier et al., 2017). Suzuki et al. showed a lack of
genotoxicity in rats using 3 different genotoxic assays after intravenous administration of 2 to
50 mg/kg TiO> NPs once a week for 4 weeks (Suzuki et al., 2016). Although experimental
design could be discussed (route of administration, doses or concentrations and type of DNA
damage assay), all of these studies showed some genotoxic effects of TiO> NPs on hepatic cell
lines or in animal models. The genotoxicity of NPs used in the cosmetic industry was also
studied. Significant DNA damage was reported in HepG2 cells incubated for 6 h with ZnO NPs
at non-cytotoxic concentrations (Sharma et al., 2012). Oxidative DNA damage was also
detected in hepatic tissue after oral administration of ZnO NPs in mice. Only the highest dose
of 300 mg/kg led to DNA alterations. Pfuhler ef al. showed by using a standard comet assay
that intravenous injection of 15 nm SiO> NPs in rats did not affect the DNA, while slight
genotoxicity was measured using the hOGG1 assay (Pfuhler et al., 2017). However, DNA
damage was clearly reported after intraperitoneal injection of 50 nm SiO> NPs in mice (0.25

mg/kg) (Nemmar ef al., 2016).

The genotoxic effects of NPs may occur through direct interaction with DNA, which implies
nuclear translocation of NPs. In addition, some NPs have been localized in the nucleus (Shukla
et al., 2013). Another explanation is an indirect effect of NPs, resulting in an imbalance in the

antioxidant and free radical levels in the cells, since DNA damage was caused by excessive
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oxidative stress. In HepG2 cells, Shukla et al. measured significant ROS production and
decreased glutathione (GSH) content after 6 h of incubation with TiO> NPs (Shukla et al.,
2013). After 24 h of incubation, a significant alteration in mitochondrial membrane integrity
was observed, followed by necrosis and apoptosis of cells when NP exposure was prolonged
up to 48 h. Using the same hepatic cell model, it has been shown that Si0> NPs induce apoptosis
through the production of ROS, which affects the expression of essential genes involved in the
apoptotic mechanism, such as upregulation of p53, bax and caspase-3 expression and
downregulation of bcl-2 expression (Ahmad ef al., 2012). The link between ROS production,
DNA damage and apoptosis activation in hepatic cell lines is also clearly demonstrated for

cobalt, ZnO and Ag NPs (Y. K. Liu et al., 2016; Sharma et al., 2011; Zhu et al., 2016).

Data on liver inflammatory effects and the liver genotoxicity process are less well described for
the organic NPs. Kermanizadeh ef al. demonstrated that in vitro and in vivo cationic liposomes
(approximately 200 nm in complete medium) caused no adverse effects to hepatocytes, up to
39 ug/cm? in vitro and 200 pg per mouse in vivo (Kermanizadeh et al., 2017). mRNA levels of
the chemokine CCL2 (a monocyte chemoattractant), the proinflammatory cytokine IL-6 and
the DNA glycosylase OGG1 were significantly upregulated in liver tissue of rats exposed to
repeated doses of micelles for 7 days. Cationic liposomes of 92 nm induce an increase in CCL2
and IL-6 mRNA. However, other data indicate no effect of micelles and liposomes on serum
biochemical markers and DNA damage in the liver (Knudsen et al., 2015). Cationic liposomes
(approximately 180 nm) and different types of dendrimers, such as poly(amido amine)
(PAMAM) dendrimers (approximately 20 nm) and poly(propyleneimine) (PPI) dendrimers
(approximately 20 nm), have significant genotoxic effects on cells. The influence of surface
charge on genotoxicity was analyzed, and a strong positive linear correlation was established
between the value of the zeta potential and the genotoxicity of the positively charged NPs (Shah

etal.,2013).

137



(810C

8¢l

11 15 s190usToEA) sageydoroew Jo aseAIOU] snoudap.uy 3y/8w g €S
Al Pue ‘II1 T soxodwod (3se[qoaquy
ureyd A101eIrdsar [eLIpuoOyd0) It JJAI] Jel) UI[ [[99 TYd
(b1oz“pioony) P30 bmwooﬂww%m sreed /3w g 01 6°Q 0T
WOJJ SIOJRIPAW AIOJeUIUE[JUT (oo Arewnad VOI'TIS
JO uonaId3s ayy Jo uonendaxdn 9ey) 1[99 1o dny]
S[[99 Japydny|
aAnIsod-g9()) JO aseaIou]
(€107 “r 12 uay))  suonen[UI S[[90 AlOjeWWIRJU] SNOUADAJU] 3y/3w (g S1
eyd[e- INLL JO U0na109g
uononpoid SOY
$ Pue § °¢ “T-TDD SuUBjowWdyd
JO VN YW Jo asearduf
(8600T 17 12 04D) posmelL: ® %:ﬁ SnoUdADJU[ 3Y/8W 9T 01 L1°0 €l
~ANL PUe O[-T1I 9~ dI1-1I
unodes-g pue
[FINVDII IO VNYW JO osearou]
asuodsax
sunwiwil pue AI0jewR[Ful Ul a1oo
(96007 I 72 0yD)  paA[oAur saud3 Jo uonem3axdn snouaap.juy 38w 97’ 001
MDd-LY pue AeLIeoIdIN v
sisoydode Jo uononpuy
110T ‘Teiref S[199 1933dny] JuourwIosg
csmw wIeyepqy) qouﬁwwzmzwmzoo A1ojeWIwuRjul [wauoiiadv.u 0Z-01
Sewep VNQ
(9102 > (0se1qoIqy JoAT]
10 45 ] 5] ' ) qow%mwwowmwmﬁda o) ST T e M 00S-1 0S LIVI0D
NOILVILSININAGY
NOILVINIAVTANI A0 HLN0Y NOILLVILNAINOD (NN)
HONHIAALAH ALDIXOLONTO HO THAON TTID d0 dS0d HZIS SN 40 AdAL



(€10T “v 12 BPNYS)

(y10T “10
J2 Yapeziueudy)

(c10T “10
J2 Yapeziueuwdy)

(9102 v 32 ny7)

(010T “1v 32 req)

(€10T “Iv 12 I0SIRD))

(€10T v 12 10STRD))

(9107
I 72 TeWWAN))

(L10T
“[p 32 _[YNFJ)

(600C
“[p 32 LIOWIYSIN)

(¥10T
“Iv 12 ewtfoy)

SOY Ie[n[jeoenuy
sueIqUIdW
[BLIPUOYO0}IW JO UONIRINN Y
S[[99 PAIB[ONUOIIIN
o3ewep VNQ
uoneprxorad prdry
UOI1JQI09S UIN0IL)
syea1q puens VNd
SOY ON
VNA [*eL
sisoydody
o3ewrep VNQ
uoneuds SO
uonnqLYsIp [[99 g 9sealou|
UO112109S
51 pue e19q-4D1, ‘TI-1I
UO112109S
eydre-AN, pue 9-T1 ‘-1
eydre- INL pue Z-dIIN
TIT-T1J0 VNYW JO 9searou]

UOoI1aI39s mﬂnﬁ@- ANLL pue {-T11

o3ewrep VNQ

VN( [’} JO asearour
:Aesse 19W0)) payIpow-1HOHO

100}J0 ou :AeSSE JoWO0)) dUI[BY[Y

asearour eydie NI pue 9-11

uoneIoud3

SOY paonpur OEdN BIIIS
©10g -1 JO oseaIou]

6¢l

(s:4o03edoy
uewny) godoyg

ONSSNOIDTUI JOAT] (€

(s:Ko03edoy
uewny) duIf [[99 v¢)

(sa14003edoy ueWINY)
dul| [190 ZHdoH

1240

snouaavLjuy

(s:K003edoy
uewny) auIf [[99 v¢)

[pauoiadp.apuy

snouaavLjuy

snouaavLjuy

SNIRIES
HO,EQSVH AUOo[d ¢dNI

Tuy3r o8 01 |

T3 §-6°0

Twy31 962-6°0

Twy/3n 0Z-§

38w |

[ewrue 12d 31 (¢

Tu/3n |

38w g0

yBw ¢TI-6T 1

3y/3w o¢

wo/31 (-1

0L-0¢

0T

LT

1743
IL
(44
C

L1

L1

0¢

Sl

0L

60¢

0¢¢
143

JdIxo1a
INNINVLIL

HHATIS




4!

SN J0 sadAy snoriva Aq paonpui asuodsa. uoyvuwun]ful pup $302fJo d1xoj0u2L) g QR L,
. uoneprxoxad prdry
(y10z 77 UOTJ2I03S dUIOIA
A0IAD
J2 Yapeziueudy) : :
syea1q puens yNJd

SOY ON (s:4o03edoy
VNA [*eL

wowny) ou o vy L/ 9STE0 05¢0¢ ' garxo oniz
33/3w ()G 10J 1991J° ON
asop 3y/3w (¢ 10
S[199 onoydode ‘a3ewep YN 710
aAneprxo ‘uoneprxordd prdry
eydie-ANL ‘@-AIN
T T Jo uonengar-dn
(oz*piomg)  PECTIPI BAIO IR
uorssaxdxa 4 30 711 JO
9SeaIdUl 'V STTH PUe ¥YDOd-Ld
1091J9 ON
skep
G¢€ 1B IO[ONUOIDIW JO ASBAIOUL
‘QInsodxd 193ye A[9jeIpauuul
100JJ0 Ou :ABSSE SNA[ONUOIIIA
Y o3ewep oﬁxowwcow HonpIILSH 3y/8w (01 01 G0
ou :AeSSe X'y ZH-owwer) [payovtiopid
210Joq
o3ewep YN OU ‘SAep G¢
e d8ewep YN( :Aesse 1owo)
Souag s9ssa001d
J1]0qEIdW JO UOT)BOLJIPOIA
o3ewrep YN 2ABEPIXO
oZewep VN(C [1eL
o3ewrep VNQ

ANSSTIOIITW JOAI] (JE w3 8-6°0
(z10T “ 10

J2 Yapeziueudy)

05¢-0¢

(z10T
“Ip 12 BWIRYS)

3y/8w 00¢-0S 0€

33w oG 03 ¢

(1102 “7p 12 BNZNG) SNOUPAD.AJU]

3y/8w (G- 0S1

(L10T “[p 12 101[Y)

G

(L1OT “IP 32 1)

IOAI[ OSNOJA] 3y/3w 0§ 01
(z10T 10

(s:4o03edoy
J2 Yapeziueudy|)

-c 0l
Qma_ﬁﬂv Ul [[99 V€D AE\Wi 9¢7-S°0




7.  Conclusion

The overview of the literature suggests that many of the NPs present some potential to modulate
CYP activity and induce an inflammatory response and some genotoxic effects, which can lead
to hepatic cell death. These possibilities are more or less pronounced, depending on the
physicochemical parameters of the NPs. The literature suggests that the CYP superfamily of
xenobiotic metabolizing enzymes is modified, mainly by inhibiting CYP activity, but the
precise mechanism of action remains unclear. Inflammatory processes, especially the release of
certain cytokines, inflammatory cell infiltration, Kupffer activation and genotoxic effects, were
also clearly identified after NP exposure (Figure 5). Increased rates of intracellular ROS have
been identified as a fundamental precursor to these mechanisms. If we compare inorganic and
organic NPs, many studies report more deleterious effects on the liver due to inorganic NPs,
but the scientific literature is less abundant for organic NPs. Organic NPs are composed of
biocompatible materials, which are therefore less cytotoxic, but we should keep in mind that at
the nanometric scale, significant interactions with the biological environment can still occur.
Four key parameters must be considered. First, the physicochemical properties of NPs, such as
the surface coating, zeta potential and composition, are key factors to understand and explain
their effects on the liver, and the most influential parameter to consider for hepatotoxicity is NP
size. Second, in vivo studies highlight the importance of taking into consideration the route of
administration, the time of exposure and the dose, since these factors determine how quickly
NPs reach the liver and the amount of NPs present in the liver. Third, the choice of biological
assays is also a key factor. For example, considering the available genotoxicity tests, the power
of the micronucleus assay to detect a low level of genotoxic potential is superior to that of the
comet assay (Kawaguchi et al., 2010). Additionally, it has been shown that histopathological
damage did not always correlate with biochemical markers of liver injury. Finally, the choice

of the model used is very important since in vitro and in vivo results are not systematically
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correlated, and some differences can also appear with different species. In conclusion, the large
and very rapidly expanding nanotechnologies bring very promising new perspectives to a wide
spectrum of applications. However, considering the increasing use of NPs in daily human
products, their impact on human health must be thoroughly evaluated after acute and chronic

exposure by using relevant models and biological assays to ensure human safety.
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2. Au niveau intestinal
2.1 Exposition par voie orale aux nanoparticules

Les NPs inorganiques notamment d’argent, de SiO2, de TiOz et de ZnO sont les plus
utilisées dans la préparation des produits alimentaires et produits de santé. Les NPs d’argent
jouent le réle d’agents antimicrobiens dans les emballages alimentaires et servent é¢galement a
prévenir la perte d’eau de certains légumes (Kahru and Ivask, 2013). Leur présence dans les
emballages alimentaires plastiques peut induire une interaction contenant/contenu en diffusant
dans la nourriture. Les quantités sont estimées entre 1,66 et 31,46 ng/cm? (Echegoyen and
Nerin, 2013). La consommation quotidienne d’argent sous forme nanoparticulaire serait de 7,1
ug en moyenne. D’autres chiffres ont été rapportés, allant de 20 a 80 pg par jour (World Health
Organization, 1993). Ces valeurs sont inférieures a la NOAEL qui a été fixée a 125 mg/kg apres
I’exposition d’animaux a des NPs d’argent de 60 nm pendant 90 jours. Les effets observés a
cette dose sont une augmentation du taux de cholestérol et des enzymes cholestatiques ainsi
qu’une hyperplasie biliaire (Kim et al., 2010). Aux Etats-Unis, l'apport alimentaire en TiO> a
été estimé entre 1 et 2 mg/kg de poids corporel et par jour pour les enfants et entre 0,2 et 0,7
mg/kg/jour pour les adultes (Bachler et al., 2015). Les bonbons, chewing-gums et cookies ont
les teneurs en TiO> les plus ¢élevées, entre 1 et 5 ug/mg pour ’additif E171 (Weir et al., 2012).
Des valeurs de 2,5 mg et 5.9 mg pour un adulte de 70 kg ont été rapportées dans deux études
de Lomer ef al. (Lomer et al., 2000, 2004). Des expositions similaires ont été rapportées dans
les populations britannique et allemande (Bachler et al., 2015 ; Weir et al., 2012). Selon
I'Autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA), I’exposition orale journaliere au SiO»
serait estimée entre 20 et 50 mg par jour chez une personne de 60 kg (Becker et al., 2004). Les
NPs de ZnO sont quant a elles utilisées dans les compléments alimentaires mais aussi dans les
emballages de produits alimentaires. L’apport en zinc recommandé est de 5 a 20 mg par
personne et par jour. Cette valeur est relative a une exposition volontaire et ne tient pas compte
des apports non souhaités. D’ailleurs, peu de données relatives a I’exposition orale de NPs de
ZnO sont disponibles. Une NOAEL, c’est-a-dire une dose sans effet toxique observable (No
Observable Adverse Effect Level) de 50 mg/jour a été déterminée (European Commission,
2003). En supposant qu'un volume de 2,5 L de nourriture (solides et fluides) soit ingéré et en
se basant sur les ingestions quotidiennes les plus ¢levées et les plus basses, les concentrations
suivantes peuvent étre estimées : 0,008—0,032pg/mL NPs d’argent, 9,3 a 50,4 pg/mL de NPs
de SiOz et 0,12 a 12,6 ug/mL de NPs de TiO; (Frohlich and Frohlich, 2016).
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Afin d’estimer les effets sur la barriére intestinale des NPs auxquelles nous sommes
exposés par voie orale, il faut tenir compte du fait que les NPs ont un contact direct avec les
bactéries de la lumicre et peuvent donc impacter le microbiote. Il faut aussi prendre en
considération la présence du mucus qui forme une barriére pouvant fortement limiter la
diffusion des NPs et donc diminuer leur capacité¢ d’interaction avec les cellules épithéliales et
donc leur potentiel cytotoxique (Frohlich and Roblegg, 2012). Enfin, il faut également tenir
compte des effets des fluides gastriques, de ’alimentation et des temps d’exposition aux
aliments dans les différents segments du tractus gastrointestinal. En effet, le temps d’exposition

et donc de contact avec les NPs est de 3 a 5h dans I'estomac contre 20 a 30h dans le gros intestin.
2.2 Impact des fluides biologiques et du bol alimentaire sur les nanoparticules

Les paramétres physico-chimiques des NPs peuvent étre modifiés aprés contact avec les
différents fluides du tractus gastrointestinal tels que la salive ou les sucs gastriques. Il convient
notamment de prendre en compte les changements de pH et les mouvements péristaltiques du
tractus. Ainsi des contractions allant de quelques millimétres de mercure a plus d’une centaine,
ont été mesurées le long du tractus (Bellmann et al., 2015 ; Floch et al., 2019). Cependant, leurs
effets sur l'agglomération et 1'agrégation des NPs sont en grande partie inconnus. En ce qui
concerne, les variations de pH le long du tractus gastro-intestinal, elles sont importantes selon
le segment du tractus considéré et selon les périodes de jeline ou de prise alimentaire. Axson et
al. ont montré que les phénoménes d’agrégation de NPs d’argent dans les fluides gastriques
sont fonction de la taille initiale des NPs et du pH. Leurs données indiquent en effet que les
NPs de petite taille sont plus sensibles aux phénoménes d’agrégation lors de la baisse du pH.
Ils ont constaté que I’augmentation de taille des NPs de 20 nm est d’autant plus importante que
le pH diminue. Des NPs plus grosses de 110 nm augmentent en taille pour un pH inférieur a
3,5 mais aucun changement n’est observé a un pH plus élevé. Ce phénoméne d’agrégation est
da a la formation de chlorure d’argent (AgCl). Les ions CI présents dans I'estomac interagissent
avec les ions Ag" et précipitent sous forme d'AgCl. Celui-ci se lie a la surface des NPs d'argent
entrainant leur agrégation (Axson et al., 2015 ; Rogers et al., 2012). Ceci explique aussi
pourquoi les petites NPs de 20 nm sont plus sensibles a ce phénomeéne, leur surface étant plus
importante. Les NPs de SiO2 ont quant a elles également été décrites comme subissant des
phénomenes d’agrégation dans les fluides gastriques car les conditions acides et les fortes
concentrations salines induisent une diminution de la répulsion électrostatique entre les charges

négatives des NPs de silice. (Sakai-Kato ef al., 2014). La composition des NPs joue également
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un réle primordial. Dans les liquides gastriques acides, la dissolution des NPs de ZnO se produit

en quelques minutes alors que celle des NPs de TiO; est trés faible (Cho et al., 2013).

Peters et al. ont simulé trois étapes de digestion : buccale, stomachale et intestinale, avec
pour chacune d’elles les fluides de digestion synthétiques correspondants (Figure 46). Plusieurs
produits alimentaires ont subi cette procédure de digestion in vitro et la présence de NPs de
silice dans les différents fluides a ensuite été étudiée. Dans le cas des produits contenant 1’additif
E551, des quantités relatives de 5 a 40% de NPs de silice (entre 5 et 200 nm) ont ét€¢ mesurées
dans la salive. En revanche, aucune particule de taille nanométrique n’est détectée dans les
fluides de digestion de I’estomac (faible pH et concentrations élevées en électrolytes) et de
I’intestin en ce qui concerne le café et la soupe instantanée. Lorsque le pH réaugmente lors du
passage dans I’intestin, la silice de taille nanométrique est a nouveau détectée et cette fois, dans
des quantités encore plus élevées que lors de la premicre étape de digestion (salive). Apres les
trois étapes de digestion, les analyses montrent que pour certains produits (denrées en poudre),
environ 80% de la silice est sous forme nanoparticulaire. Pour les solides, la quantité de silice

nanométrique apres digestion complete est plus limitée, soit environ 15% (Peters et al., 2012).

gastric duodenal
saliva juice juice + bile
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Figure 46 : Représentation schématique de la procédure de digestion in vitro. D aprés Peters et al.,

2012.

Le devenir des NPs au cours des processus de digestion peut également étre influencé par
la matrice alimentaire dans laquelle elles sont incorporées. Lichtenstein et al. rapportent que
des particules d’argent natives et digérées dans des fluides synthétiques en présence de
composants alimentaires ont été assimilées de maniére comparable par les cellules Caco-2. En
revanche, 1'absorption de particules digérées sans composant alimentaire est réduite de 60%,

suggérant que dans des conditions in vivo, les NPs d’argent méme incluses dans les aliments
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peuvent atteindre I’intestin sous une forme nanométrique (Lichtenstein et al., 2015). Cao et al.
ont aussi montré que les effets cytotoxiques des NPs de ZnO sont décuplés lorsqu’elles sont
co—incubées avec des acides gras car 1’exposition de NPs de ZnO et d’acide palmitique dans
des cellules Caco-2 induit notamment une production mitochondriale d’espéces réactives de
I’oxygene (Cao et al., 2015). Les données relatives a I’impact des composés alimentaires sur
I’absorption des NPs et leurs effets sur les entérocytes ne sont cependant pas tous unanimes. En
effet, Sinnecker ef al. ont, d’une part, montré que I’adsorption de protéines telles que la BSA
ou la caséine sur des NPs de polystyréne carboxylées réduit significativement les interactions
et ’adhésion des NPs aux entérocytes. D’autre part, I’incubation des NPs avec de 1’extrait de
viande n’a pas d’effet sur leur adhésion contrairement au liquide intestinal pour lequel les

interactions entre cellules et NPs de 20 et 100 nm sont augmentées (Sinnecker et al., 2014).
2.3 Passage des nanoparticules a travers la barriére intestinale

Les cellules Caco-2 sont généralement utilisées comme modele in vitro pour étudier le
transport a travers 1’épithélium intestinal. De nombreuses études rapportent que les NPs peuvent
franchir cet épithélium. C’est le cas des NPs d’argent ou de Si0; mais aussi de TiO> (Bellmann
etal.,2015 ; Walczak et al.,2012). Le passage et I’accumulation de ces NPs sont le plus souvent
constatés au niveau des plaques de Peyer. Ces sites présentent une capacité remarquable de
transport de molécules, protéines et particules qui sont ensuite acheminées aux cellules du tissu
lymphoide sous-jacent (Clark et al., 2001). Une étude in vivo de 1994 prouve d’ailleurs apres
analyse histologique et chimique le passage et ’accumulation de TiO», dans les principaux
tissus lymphoides associés a 1’intestin chez des rats exposés par voie orale a des NPs de TiO2
(Jani et al., 1994). D’autres travaux corroborent le fait que 1’une des voies privilégiées pour le
passage des NPs a travers 1’épithélium est le passage transcellulaire via les cellules M présentes
dans les plaques de Peyer (Bachhav et al., 2018 ; Borges et al., 2006 ; Florence et al., 1994).
Une étude de 2016 a montré que la présence de cellules M dans un modéle de barricre intestinale
augmente le passage de NPs lipidiques solides (Hu et al., 2016). Cependant, le franchissement
des plaques de Peyer ne signifie pas nécessairement que les nanomatériaux atteignent la
circulation sanguine, car les cellules M sont étroitement associées aux cellules immunitaires.
Une étude décrit que des NPs de glucane et de PLGA administrées par voie orale chez des
souris ont été transportées a travers les cellules M, puis endocytées par des cellules dendritiques
(CD) (De Jesus et al., 2014). Les cellules M ne sont pas les seules cellules de la barricre

intestinale capable d’internaliser les NPs. Cela a en effet été également décrit pour les
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entérocytes. Ils sont capables d’internaliser différents types de NPs telles que les NPs de SiO»,
de TiO., de chitosan, de polystryene ou encore de PLGA (Desai et al., 1997 ; Docter et al.,
2014 ; He et al., 2013 ; Kriiger et al., 2017 ; Ma and Lim, 2003 ; Win and Feng, 2005). Les
mécanismes d’internalisation des NPs sont dépendants de leurs propriétés physico-chimiques.
Les NPs chargées positivement sont davantage internalisées dans des cellules Caco-2 par
endocytose clathrine-dépendante ou par macropinocytose, tandis que les NPs chargées
négativement sont prises en charge par endocytose cavéoline-dépendante (Bannunah et al.,
2014). La taille est également un autre facteur influencant 1’internalisation de NPs par les
cellules Caco-2. Desai et al. ont montré que des NPs de PLGA de 100 nm sont 2,5 fois plus
internalisées que les NPs de 1000 nm et 6 fois plus que les NPs de 10 um (Desai et al., 1997).

Avant d’atteindre 1’épithélium cellulaire, les NPs doivent d’abord franchir la couche de
mucus présente a sa surface. Celle-ci limite le passage des particules en fonction de leurs
propriétés physico-chimiques. Les NPs de petite taille sont susceptibles de pénétrer davantage
la barricre ainsi que celles qui présentent une charge de surface positive car elles possedent des
propriétés muco-adhésives (Behrens et al., 2002). La capacité du mucus a bloquer ou limiter la
translocation des NPs ne dépend pas uniquement de leurs propriétés physico-chimiques. Les
données de Crater et Carrier révelent que 1’épaisseur et les caractéristiques de renouvellement
du mucus sont deux facteurs a prendre également en considération. Ils ont constaté que le temps
de passage de NPs fluorescentes a travers une couche de mucus de 100 um est de plusieurs
dizaines d’heures et que la sécrétion continue du mucus gastro-intestinal associée a sa clairance
par les forces péristaltiques entrainent des temps de renouvellement compris entre 4 et 6 h. Ce
sont des durées suffisamment courtes pour éliminer les particules dans les couches de mucus
les plus épaisses telles que celles de I'estomac, du cdlon et du rectum qui présentent des
épaisseurs moyennes respectives de 170, 100 et 125 um. Néanmoins, les temps de passage
estimés indiquent également que certaines particules pourraient étre capables de traverser les
couches de mucus dans des régions spécifiques du tractus gastro-intestinal ou 1’épaisseur
moyenne de mucus est plus faible telles que celle de I’iléon et du caecum avec 10 et 37 pm

respectivement (Crater and Carrier, 2010).
2.4 Effets des nanoparticules sur la barriére intestinale

2.4.1 Nanoparticules d’argent
Williams et al. ont étudié¢ I’effet de NPs d’argent de taille comprise entre 10 et 110 nm

sur la perméabilité intestinale dans un modele de lignée cellulaire colorectale (cellules T84).
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Les résultats montrent que ces NPs d’argent n’induisent pas de mort cellulaire mais ont un effet
sur la perméabilité intestinale dépendant de la concentration et de la taille. Les plus petites NPs
(10 nm) induisent la chute de TEER la plus importante apres 48 heures d’exposition a 20 pg/mL
et apres seulement 2 heures a plus forte concentration (100 pg/mL) (Figure 47). Ces effets
s’expliquent par la modification de I’expression des génes impliqués dans les jonctions serrées
tels que 7JP2 qui code la protéine ZO-2 ou DSG3, DSC3 et JUP qui codent des protéines
impliquées dans la structure des desmosomes et des jonctions intercellulaires (Williams et al.,

2016).
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Figure 47 : Les petites NPs d’argent peuvent moduler la perméabilité intestinale en [’absence de tout

effet cytotoxique sur les cellules. D’apres Williams et al., 2016.

Ces résultats sont corroborés avec des données obtenues précédemment dans des modéeles
Caco-2 et Caco-2/Raji B. Des NPs d’argent de taille inférieure a 20 nm affectent 'intégrité de
la barriere épithéliale a travers une diminution de la résistance électrique transépithéliale et une
augmentation du passage paracellulaire. Des études d’immunofluorescence ont par ailleurs
démontré que la distribution d'occludine et de ZO-1 était modifiée, suggérant I'ouverture de

jonctions serrées (Martirosyan et al., 2014).

Les résultats d’une étude dans laquelle des souris ont été exposées par voie orale a une
dose de 1 mg/kg de NPs d’argent de 42 nm sur une période de 28 jours au total ont montré que
les taux de cytokines pro-inflammatoires sont augmentés de facon dose-dépendante. Les taux

de lymphocytes B et d’IgE sont également plus importants chez les animaux exposés (Park et
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al., 2010). Des résultats contradictoires ont cependant été¢ obtenus dans une étude menée avec
des rats souffrant de colite et exposés a des NPs d’argent, puisqu’une diminution de

I’inflammation et des cytokines inflammatoires a été¢ obtenue (Bhol and Schechter, 2007).

L’effet des NPs et le role des bactéries du microbiote ont été en partie mis en €évidence
par une étude de Garuglieri ef al. Ils ont utilis€ un modele simulant les compartiments
anaérobies et aérobies nécessaires a la croissance des bactéries et des cellules intestinales pour
¢tudier I’effet de NPs d’argent sur la barriére intestinale. Le mod¢le utilisé est constitué¢ de
cellules Caco-2 exposées aux métabolites issus d’un biofilm d'Escherichia coli aprés son
exposition aux NP d’argent. Les résultats obtenus montrent que le biofilm est davantage
impacté apres exposition aux NPs que les cellules Caco-2. Les tests réalisés suggerent que le
biofilm protege les cellules contre des effets génotoxiques (Garuglieri et al., 2017). L’impact
des NPs d’argent sur le microbiote intestinal a ¢galement ét¢ évalué chez I’animal. Les résultats
divergent toutefois d’une étude a 1’autre. Selon I’étude de Hadrup et al., la balance et les
quantités de Bacteroidetes et de Firmicutes ne sont pas modifiées apres exposition aux NPs
d’argent de 14 nm alors que Van den Brule et al. ont montré que des NPs plus grosses de 55
nm induisent une augmentation du ratio entre Firmicutes et Bacteroidetes (Hadrup et al., 2012 ;
van den Brule ef al., 2015). En exposant des rats a des NPs d’argent cubiques ou sphériques
pendant 14 jours, Javurek et al. ont montré que selon la forme des NPs d’argent considérée,
I’effet sur le microbiote est différent. Les populations d’espéces bactériennes Bacteroides
uniformis, Clostridium spp., Christensenellaceae et Coprococcus eutactus diminuent apres
exposition aux NPs cubiques alors que ce sont les espéces Oscillospira spp., Dehalobacterium
spp., Peptococcaceae, Corynebacterium spp. et Aggregatibacter pneumotropica qui diminuent

apres incubation avec les NPs sphériques (Javurek et al., 2017).

2.4.2 Nanoparticules de dioxyde de titane

Dans un mod¢le de cellules Caco-2, les NPs de TiO; induisent une sécrétion d’I1-8 pro-
inflammatoire de fagon dose dépendante (Abbott Chalew and Schwab, 2013). Gerloff ef al. ont
montré par ailleurs dans des cellules Caco-2 que les effets toxiques des NPs de TiO> dépendent
de leur forme cristalline et de leur surface spécifique. En effet, les échantillons contenant un
mélange de la forme rutile et anatase du TiO» induisent des niveaux de toxicité cellulaire et de
dommage a I’ADN plus élevés que ceux contenant uniquement la forme anatase. L'évaluation
de P’activité métabolique des cellules a révélé une corrélation entre la surface spécifique et la
toxicité des NPs. Les mélanges de la forme rutile et anatase ont une toxicité par unité de surface
plus importante que celle du TiO» sous forme anatase. Les auteurs ont également montré que la
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génotoxicité des NPs de TiO; n’est pas médiée par le stress oxydant et la production de ROS
(Gerloff et al., 2012). L’intégrité de la barricre intestinale apres exposition au TiO; a également
été étudiée. Lors d’une exposition aigué a de faibles concentrations, 10 ou 100 pg/mL de NPs
de TiO; l'intégrité épithéliale n’est pas modifiée. Cependant, au-dela de cette concentration et
dans le cas d’une exposition chronique (jusqu’a 10 jours), I’impact des NPs sur la barriére
intestinale est beaucoup plus significatif. En effet, une baisse du TEER est constatée ainsi qu’un
changement de localisation de la y-caténine suggérant une perturbation des jonctions
adhérentes. De plus, les auteurs ont constaté que les NPs de TiO; induisent une modification de
I’organisation des microvillosités situées au pdle apical des cellules Caco-2. En effet, en moins
de 24h, le nombre de microvillosités a diminug, elles ne dressent plus a la surface des cellules
et ont perdu leur forme de cylindre. A forte dose, les microvillosités semblent quasi absentes

de la surface cellulaire (Figure 48) (Koeneman et al., 2010).

Figure 48 : Observation en microscopie électronique des villosités apres traitement avec les NPs de

TiO;. D’aprés Koeneman et al., 2010.

Des résultats similaires ont été obtenus par Faust et al. dans une étude in vitro. Une perte
de 42% des microvillosités a été constatée dans des cellules Caco-2 exposées a du TiO2 obtenu

a partir de I’enrobage de chewing-gums (Faust ef al., 2014).
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L’impact génotoxique et pro-inflammatoire des NPs de TiO a également été étudi€ chez
I’animal. Trouiller et al. décrivent chez des souris exposées par leur eau de boisson a des NPs
de 25 nm de grade industriel, une génotoxicité significative qui est dose dépendante. La
quantification des transcrits du TNF-a, de l'interféron-y (IFN-y) et de 1'orthologue murin de
I’IL-8 a par ailleurs montré des niveaux supérieurs dans les groupes traités, confirmant ainsi le
caractere pro-inflammatoire des NPs de TiO> observé in vitro (Trouiller et al., 2009). Ces
données sont par ailleurs confirmées par 1’étude de Bettini ef al. dans laquelle des rats ont été
exposés 100 jours (par administration dans 1’eau de boisson) a un lot de E171. Pres de 40% des
animaux exposés ont développé des I¢ésions prénéoplasiques dans le colon suggérant un fort
potentiel cancérogene du TiO; (Bettini et al., 2017). Comme les NPs d’argent, les NPs de TiO>
semblent également avoir un impact sur le microbiote intestinal. L’étude de Taylor et al.
rapporte qu’apres exposition aux NPs, les bactéries subissent des changements phénotypiques.
La production d’acides gras a chaines courtes, I’hydrophobicité et la teneur en sucre de la
matrice extracellulaire sont affectées entrainant des modifications de la stabilité des

communautés microbiennes (Taylor et al., 2015).

Trois études rapportent les effets des NPs de TiO étudiées chez ’Homme. Dans 1’étude
de Jones et al. neuf personnes ont regu une dose unique de 5 mg/kg de NPs de TiO> (15 nm,
100 nm ou inférieur a 5 um) ; la quantité de TiO> mesurée par spectroscopie de masse dans le
sang et les urines ne présente pas de différence significative avant et apres exposition. Dans les
fluides gastriques simulés, les NPs présentaient toutes des phénomenes d’agrégation limitant
drastiquement leur translocation a travers I’épithélium intestinal (Jones et al., 2015). Dans une
autre ¢tude de la méme année menée sur 7 volontaires exposés a 100 mg de TiO2 de qualité
alimentaire et pharmaceutique, du TiO, dans le sang a été retrouvé plusieurs heures apres
ingestion (Pele et al., 2015). Ces résultats sont corroborés avec ceux de Bockmann et al. qui
avaient précédemment retrouvé du TiO> dans le sang plusieurs heures apres ingestion de NPs

de TiO> de 160-380 nm dans des capsules de gélatine (Bockmann et al., 2000)

2.4.3 Nanoparticules de dioxyde de silice
L’internalisation des NPs de silice par les cellules Caco-2 a été démontrée. Une
pénétration de NPs de 32 nm dans le noyau est obtenue, sans pour autant induire d’effets
cytotoxiques ou génotoxiques (Schiibbe er al, 2012). L’absence d’effet cytotoxique a
¢galement été rapportée par McCracken ef al. (McCracken et al., 2013). Dans une récente étude,
I’exposition aigué et chronique de NPs de SiO; de 30 nm a été étudiée dans un modele de
cellules Caco-2. Les données attestent d’une modification significative de 1’absorption de

162



TOXICITE DES NANOPARTICULES : Organotoxicité des nanoparticules
PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

différents minéraux tels que le Zn et le Fe. Les NPs de SiO> modulent en effet 1I’expression de
différents geénes impliqués dans le transport de ces minéraux. L’absorption de glucose et de
lipides est également impactée par les NPs de SiO;. L’expression du géne GLUT2 est
augmentée significativement apres une exposition aigué€ (Guo et al., 2018). Les effets des NPs
sont également constatés au niveau morphologique ; en effet, les microvillosités présentes au
pole apical des cellules sont réduites. Une baisse de la perméabilité intestinale n’est cependant
mesurée qu’apres une exposition chronique. En paralléle, I’activité de la phosphatase alcaline
intestinale, une enzyme clef de I’homéostasie cellulaire, est augmentée en réponse a
I’incubation avec les NPs. Les auteurs suggerent que son activité est induite afin de tenter de
maintenir la fonction de barriére. De plus, quel que soit le type d’exposition, les NPs de SiO»

induisent un stress oxydant significatif (Guo et al., 2018).

2.4.4 Nanoparticules polymériques et métalliques

Les NPs de chitosan sont décrites comme modulant fortement la perméabilité intestinale
(Vllasaliu et al., 2010). Le chitosan induit en raison d’interactions électrostatiques un
regroupement de 1’intégrine a(V)B(3), une réorganisation de 'actine F et une régulation de la
claudine 4 aboutissant a la perturbation des jonctions serrées (Hsu ef al., 2013). La conjugaison
de méthoxyPEG sur des NPs de PLGA facilite la diffusion a travers la couche de mucus en
réduisant les interactions avec le mucus. En pouvant atteindre ainsi les cellules épithéliales,
elles influencent le passage paracellulaire en induisant notamment une modification de la
distribution cellulaire de la protéine ZO-1 (Wen et al., 2013). Enfin, il a également ét¢ montré
que des NPs polymériques (polyphosphoramidate-dipropylamine) ou des NPs lipidiques
peuvent moduler la perméabilité intestinale par le biais d’interactions électrostatiques avec les
protéines des jonctions serrées (Loo ef al., 2012). La modulation de la perméabilité est alors
dépendante de la charge de surface. L’¢tude des effets des NPs d’or sur la barri¢re intestinale a
montré que plus leur diametre diminuait, plus leur absorption était rapide, mais leur
accumulation dans les cellules Caco-2 diminuait. Les NPs d’or s’accumulent finalement dans
différents organites cellulaires tels que les endosomes, les lysosomes, I’appareil de Golgi, les
mitochondries mais aussi dans le noyau. L’accumulation des NPs d’or entraine une
dépolarisation de la membrane des mitochondries qui, a terme, aboutit a une cytotoxicité des
entérocytes (Yao ef al., 2015). La cytotoxicité¢ des NPs de ZnO a également été décrite dans le
modele cellulaire Caco-2. Des dommages de I’ADN et un stress oxydant ont été constatés
(Barone et al., 2011 ; De Berardis et al., 2010 ; Gerloff et al., 2009). Le mécanisme proposé est

semblable a celui des NPs d’argent. Les effets seraient dus aux particules en combinaison avec
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la libération d’ions Zn?>". Ces derniers perturbent significativement I'homéostasie des cellules
intestinales en interférant avec l'activité de certaines enzymes comme les métalloprotéinases et

des facteurs de transcription tels que AP-1 and NF-xB (Vandebriel and De Jong, 2012).

Déterminer les effets NPs sur la barriere intestinale est rendu difficile par le manque de
précision des doses d’exposition par voie orale aux différents types de NPs. Le relargage des
NPs par les emballages est par exemple difficilement quantifiable. Ces valeurs ne sont que des
estimations car elles sont trés dépendantes des habitudes alimentaires. Une alimentation riche
en produits agroalimentaires transformés est susceptible d’augmenter les quantités
d’exposition. Etablir des corrélations avec les doses testées dans les études in vitro est alors
d’autant plus difficile et incertain. Il est aussi compliqué de conclure quant aux effets des NPs
sur la barriere intestinale en raison de sa complexité structurelle. Il faudrait en effet prendre en
considération I’impact sur le microbiote, le mucus, 1’épithélium cellulaire et le tissu sous-jacent.
Il s’avére cependant que les propriétés physico-chimiques des NPs sont des parameétres
extrémement importants quant a leur toxicité intestinale car elles conditionnement les capacités
des NPs a franchir la couche de mucus et a interagir avec les cellules de 1’épithélium. Enfin, la
matrice alimentaire et les fluides gastriques pourraient aussi jouer un role significatif dans le
devenir des NPs et moduler leurs effets. Les réponses aux NPs sont parfois contradictoires. Cela

s’explique par la méthodologie et les outils qui nécessitent d’étre harmonisés.
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I. CONTEXTE ET OBJECTIFS

Au regard des nombreux essais cliniques sur les nanomédicaments, les NPs représentent
une avancée prometteuse dans le cadre de la recherche médicale. Cependant, leurs propriétés
uniques leur conférent un tropisme particulier qui pourrait avoir des conséquences délétéres
pour I’organisme. Ces nanomédicaments sont généralement administrés par voie intraveineuse.
Jusqu’a 80% de la dose injectée par cette voie est séquestrée au niveau du tissu hépatique. Un
certain nombre d’études ont d’ores et déja montré que des NPs inorganiques peuvent induire
une modulation de P’activit¢ des CYP hépatiques mais aucune n’était consacrée aux NPs
organiques. Une modulation de I’activit¢ des CYP pourrait présenter un risque pour la santé
humaine en modifiant le mécanisme d’¢limination de la substance active transportée par la NP

ou induire de potentielles interactions médicamenteuses dans le cas d’une polythérapie.

Le premier objectif de cette étude a été d’évaluer les effets d’une exposition aigué a des
NPs sur I’activité des CYP 1A, 2B et 3A dans des mod¢les in vitro d’hépatocytes murins et
humains. Le second objectif était de comprendre 1’influence des propriétés physico-chimiques
(taille, charge de surface, composition des NPs) sur I’activité des CYP. Enfin, le dernier but de
cette ¢tude était de déterminer si des différences interespéces existaient (rat vs Homme) et

d’établir ou non une corrélation entre les activités mesurées in vitro et in vivo.

II. METHODOLOGIE

Les effets des NPs de PLGA et de silice sur la fonction hépatique ont d’abord été évalués
in vitro dans des cultures primaires d’hépatocytes d’origines murine et humaine. Les cellules
ont été incubées pendant 72h avec des NPs de PLGA ou de silice, de taille et de charge de
surface différentes. Apres étude de la viabilité cellulaire par test au MTT, les activités des CYP
1A, 2B et 3A ont été évaluées par fluorimétrie ou luminométrie. Concernant 1’étude in vivo, les
rats ont été€ exposés par administration intrapéritonéale de NPs toutes les 24h pendant 72h. Les
activités des CYP ont ensuite ét¢é mesurées par fluorimétrie ou luminométrie, a partir de

microsomes de foie obtenus par ultracentrifugation différentielle.
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III. PRINCIPAUX RESULTATS / CONCLUSIONS
Cette étude a notamment permis de montrer que :

e Laréponse métabolique est dépendante des caractéristiques physico-chimiques et de la
composition (organique vs inorganique) des NPs.

e [a modulation de I’activité¢ des CYP par les NPs de PLGA est faible comparée a celle
induite par les NPs de silice.

e Les effets observés dépendent de I’isoforme du CYP étudié ainsi que de I’espece
considérée.

e La fonction de détoxification des hépatocytes humains est beaucoup plus sensible que
celle des hépatocytes murins.

e I est important de développer des modéles d’étude in vitro adaptés aux systémes

nanoparticulaires a partir de tissus ou cellules d’origine humaine.
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Nanomedicines represent a promising approach in the treatment and diagnosis of numerous disorders.
The majority of the injected dose of nanoparticles (NPs) is sequestrated in the liver. Despite this hepatic
tropism, the interaction of NPs with the detoxification function of the liver remains unclear. The present
study consists of evaluating the impact of biodegradable poly(lactide-co-glycolide) (PLGA) and silica NPs
on cytochrome P450 (CYP) activities. The effects of NPs were evaluated in vitro on human and rat hep-
atocytes in primary cultures and in vivo by intravenous injections in healthy rats. More than the physico-
chemical properties, the composition of NPs (organic, inorganic) dramatically influenced the detoxifica-
tion function of the liver. Silica NPs modulated the CYP activity both in rat and human hepatocytes, in
contrast to PLGA NPs. A CYP isoform-dependent effect was reported and the modulation of the meta-

Received 9th January 2018, bolic hepatic activity was species-dependent. Human hepatocytes were sensitive to an exposure to PLGA
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NPs, whereas no marked effect was detected in rat hepatocytes. The in vitro data obtained in rat hepato-
cytes were correlated with the in vivo data. This study emphasizes the interest to set up relevant in vitro
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Introduction

In the last decade, the strong development of nanomedicines
has contributed to a significant advance in the fields of
therapy and diagnosis due to their original physicochemical
properties. They can carry and modify tremendously the phar-
macokinetics of drugs, antigens and molecular imaging by
prolonging their vascular residence and/or by targeting a cell
type, an organ or a pathological tissue. Polymeric nano-
particles (NPs) represent one of the major nanomedicine
classes approved by the FDA or transferred in clinical trials.'
They are mainly administered by the intravenous route. Poly
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models using human hepatic cells to evaluate the hepatotoxicity of nanomedicines.

(lactide-co-glycolide) (PLGA) is extensively used for the syn-
thesis of polymeric NPs due to its biocompatible and bio-
degradable features. Successful applications of PLGA NPs in
the vaccination, and the treatment of cancer and inflammatory
diseases have been widely reported in the literature.” However,
the use of nanomaterials not only in the health field but also
in the food and cosmetics sectors is more and more ques-
tioned due to their potential toxicity in humans.® The majority
of the injected NPs with a size above 6 nm, preventing the
renal excretion, is found in the liver. Only 5 minutes after an
intravenous injection, around 60% of PLGA nanospheres can
be located in the liver.* Additionally, at least 30% and 45% of
the injected doses were detected in the liver 3 h after the injec-
tion of 200 nm and 500 nm PLGA NPs, respectively, suggesting
a size-dependent tropism.’ Strategies consisting of coating or
conjugating hydrophilic polymers on the surface of NPs
allowed prolonging their half-life up to several hours. The aim
was to reduce the opsonisation process responsible for the
rapid recognition of NPs by the mononuclear phagocyte
system.® However, despite the presence of the hydrophilic
corona, long-circulating NPs can finally reach the liver. Panagi
et al. showed that at least 40% of both injected PLGA NPs
and poly(lactide-co-glycolide)-monomethoxypoly(ethylenegly-
col) PLGA-mPEG NPs were sequestrated in the spleen and the
liver after several seconds and several hours, respectively.” Two
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major mechanisms are involved in the hepatic elimination of
NPs and depend of the physicochemical properties of NPs
such as the size, the composition (organic, inorganic) and the
surface properties (charge, ligands). NPs can be phagocytosed
by the hepatic macrophages so-called Kupffer cells after the
opsonisation process. After an intravenous injection, the
majority of the large PLGA NPs characterized by a size of
271 nm were located in Kupffer cells.® The hepatobiliary elim-
ination was also reported for NPs with a size below
150-200 nm. Small NPs can pass through the sinusoids via the
fenestrations and have access to the Disse space where they are
internalized by hepatocytes.”'® Pinocytosis and clathrin-
mediated endocytosis are involved in the cell uptake of PLGA
NPs.

Due to their hepatic tropism and the key role of the liver
in the body’s detoxification process, the safety evaluation of
NPs such as PLGA NPs requires considering their interaction
with the hepatic function, especially the metabolic activity. A
modification of the expression level or the activity of enzymes
involved in the xenobiotic metabolism such as the cyto-
chromes P450 (CYPs) could modulate the metabolism and
the elimination of encapsulated drugs. Drug interactions
could also occur in the case of polytherapy strategies.
Biocompatibility of PLGA NPs was clearly demonstrated
through cytotoxicity and immunogenicity studies,'’ but very
few data regarding their effect on the hepatic metabolic
activity have been reported until now. Because this major
concern is due to the unique properties of NPs, it becomes
necessary and urgent to adapt the conventional drug approval
process to nanomedicines. This present study focuses on the
evaluation of the nanohepatotoxicity of PLGA and silica NPs,
especially the liver detoxification function using human hep-
atocytes in primary cultures. They were preferred to hepatic
cell lines such as HepG2 which exhibit a low activity level of
phase I enzymes compared with the human hepatocytes.'* A
comparison was performed with the isolated rat hepatocytes
to consider the interspecies differences which represent a
major concern in the hepatic metabolism studies.'® The rat
and human hepatocytes in primary cultures were incubated
with PLGA NPs at concentrations consistent with the clinical
applications. Surfactant free NPs with sizes between 80 and
180 nm were synthesized in order to distinguish the influence
of emulsifiers and the particle size on the nanohepatotoxi-
city. NPs coated with a hydrophilic and nonionic polymer,
poly(vinyl alcohol) (PVA), a cationic polyelectrolyte, poly(ethyl-
eneimine) (PEI) and opsonins were also prepared to evaluate
the influence of surface properties on the hepatic metab-
olism. In order to compare the potential toxicity degree of
PLGA NPs with other nanomaterials, 30 and 70 nm commer-
cial silica NPs were included in the present study. The activity
of CYP1A, 2B and 3A was then assessed after 72 h of exposure
to NPs. These CYP isoforms are strongly involved in the
metabolism of xenobiotics classically loaded in PLGA NPs
such as anti-cancer agents and anti-inflammatory drugs.
Finally, an in vivo/in vitro correlation was also performed in
rats.
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Methods

Chemicals

All chemicals used in our experiments were from Sigma
Aldrich (Steinheim, Germany), unless stated otherwise. Silica
NPs (Sicastar® 30 nm and Sicastar® 70 nm) were obtained
from Micromod (Rostock, Germany).

Preparation of PLGA nanoparticles

PLGA Resomer RG502H (Evonik, Essen, Germany) NPs were
prepared by a nanoprecipitation method.**** One volume of a
PLGA solution in acetone was added to 3 volumes of deionized
water leading to the formation of PLGA NPs. Acetone was then
evaporated at 40 °C under reduced pressure. A prolonged treat-
ment under the same conditions was performed to reach a
final PLGA concentration close to 10 mg mL™" for all the for-
mulations. The size of the NPs was modified according to the
PLGA concentration in acetone; thereby hydrodynamic dia-
meters of approximately 80 nm, 120 nm and 180 nm were
obtained using 1.25, 10 and 26.25 mg PLGA per mL of acetone,
respectively. Polymer concentrations were slightly adjusted
according to the batch of Resomer RG502H. Polyvinyl alcohol
(PVA) or serum coatings were obtained by incubating the
180 nm particles at 10 mg mL~" for 5 minutes with 0.5% PVA
(87-90 hydrolyzed, average molecular weight 30 000-70 000) in
water or with fetal calf serum (FCS), respectively. PEI-PLGA
NPs were prepared by adding polymer solution at 26.25
mg mL™" in acetone to deionized water with 0.87 mg mL™
PVA and 4.37 mg mL™" PEIb (polyethyleneimine, branched,
average molecular weight 25 000). To remove free PEI, FCS or
PVA, all coated NPs were washed with deionized water and cen-
trifuged at 20 000g for 10 min. This process was repeated three
times. Finally, formulations were freeze-dried overnight with
maltose as a cryoprotectant, at a PLGA/maltose ratio of 1/10
and then stored at —20 °C. NP suspensions were reconstituted
in culture medium or deionized water.

Preparation of fluorescent nanoparticles

To determine the cellular uptake in PLGA NPs by the rat hep-
atocytes, fluoresceinamine-labeled NPs (FA NPs) were prepared
as described in a previous study.'® Briefly, PLGA and fluores-
ceinamine (FA) at a ratio of 1/0.02 were dissolved in 1.3 mg
mL™"  of 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide
hydrochloride in acetonitrile. After 24 h of incubation under
gentle agitation, the resulting FA-PLGA conjugate was precipi-
tated with purified water. Then, the FA-PLGA was centrifuged
and washed 4 times by dissolution in acetone followed by a
precipitation in ethanol. The conjugate was then immediately
freeze-dried. Fluorescent NPs were prepared by replacing 10%
of PLGA by FA-PLGA according to the protocol previously
described.

Physicochemical characterization of PLGA and silica
nanoparticles

The size and zeta potential of NPs were characterized using a
ZetaSizer Nano-ZS90 (Malvern, UK). Hydrodynamic diameter

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2018
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means and PDI were determined by dynamic light scattering
and zeta potential by laser Doppler electrophoresis. Samples
were prepared in culture medium at a final concentration of
1 mg mL~' and measurements were performed at 25 °C.

Quantification of PVA and PEI associated with nanoparticles

The amount of PVA adsorbed on the surface of NPs was
assessed using a colorimetric method based on the formation
of a PVA-iodine complex."” Briefly, 10 mg of freeze-dried PLGA
NPs were treated with 0.5 M NaOH for 15 min at 60 °C fol-
lowed by a neutralization with 1 N HCI. Then, 0.65 M boric
acid, 0.05 M 1,/0.15 M KI and distilled water were added to the
PLGA solutions. After 15 min of incubation, the absorbance of
the samples was measured at 690 nm. The amount of PEI
associated with NPs was also determined colorimetrically by
complexing PEI with copper II. Briefly, 10 mg of freeze-dried
PLGA NPs was treated with 1 M NaOH for 15 min at 60 °C. The
solution was mixed with an equal part of 1 M acetic acid.
Finally, 0.1 M sodium acetate adjusted at pH 4.5 and 1% (w/v)
copper II sulfate were then added to the PLGA solutions. The
absorbance value of each sample was measured at 281 nm. For
the two assays, blanks were performed with plain PLGA NPs.

Physical stability of PLGA and silica nanoparticles in culture
medium

The physical stability of NPs was assessed at 37 °C in
William’s E medium, ie. the medium used for the primary
culture of the rat hepatocytes. NP suspensions at a concen-
tration of 1 mg mL™" were prepared. Hydrodynamic diameters,
PDI and zeta potential were measured before and after 24 h
incubation.

Isolation and culture of rat hepatocytes

This study was performed in strict accordance with the NIH
guidelines for the care and use of laboratory animals (NIH
Publication No. 85-23 Rev.1985) and was approved (No. 2015/
003-CD) by the Institutional Animal Care and Use Committee
of Besancon (CEBEA No. 58, Besancon, France). Six weeks old
male Wistar rats (Janvier, France) were anesthetized by i.p.
injection of sodium pentobarbital (50 mg kg™'). The liver was
perfused for 10 min at 37 °C using a flow rate of 25 mL per
minute with a washing solution consisting of 137 mM Nacl,
2.7 mM KCI, 0.8 mM Na,HPO,, 25 mM HEPES and 0.5 mM
EGTA. Then the liver was perfused with a digest buffer consist-
ing of 137 mM NacCl, 2.7 mM KCl, 0.8 mM Na,HPO,, 25 mM
HEPES, 5 mM CaCl, and 0.03% collagenase for 7.5 min at
25 mL min~" and 37 °C. The liver was then removed to recover
release cells. They were filtered to remove undigested aggre-
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gates and washed with PBS. After Percoll purification, the cell
viability was estimated by trypan blue exclusion. The isolated
hepatocytes were resuspended in William’s Medium E sup-
plemented with FCS (10%), insulin (4 pg mL™"), hydrocorti-
sone (10 pM) and 10 U mL™" penicillin/10 pg mL™" streptomy-
cin and seeded in 96-well plates at a density of 0.7 x 10° cells
per well. Cell incubations were performed at 37 °C under a
humidified atmosphere of 95% air/5% CO,. After 4 h, the
medium was shifted to a serum-free medium consisting of
William’s Medium E supplemented with insulin (4 pg mL™"),
hydrocortisone (10 pM) and 10 U mL™" penicillin/10 pg mL™*
streptomycin. Cultures were exposed to various NPs at
different concentrations for 72 h, the treatment medium being
renewed every 24 h. p-Naphthoflavone (50 uM B-NF), 3-methyl-
cholantrene (5 pM 3MC), phenobarbital (1 mM PB) and dexa-
methasone (50 pM Dex) were used for 72 h of treatment as
reference CYP inducers. a-Naphthoflavone (10 pM o-NF), ery-
thromycin (10 uM Ery) and ketoconazole (25 pM Keto) were
used for 2 h (a-NF) or 24 h (Ery and Keto) of treatment as refer-
ence CYP inhibitors.

Culture of human hepatocytes

Human hepatocytes obtained from Biopredic International
(St Grégoire, France) were isolated from the resected liver
specimens designated as surgical waste. The human liver
resections were collected in accordance with Article L.1211-2 of
the French Public Health Code, amended by Law No. 2004-800
of August 6, 2004. The Biopredic International tissue collection
authorized by the French Research Ministry (AC-2013-1754)
included written informed consent in compliance with the
French ethical rules. Information relative to the human donors
is given in Table 1. DMEM supplemented with insulin
(4 pg mL™"), hydrocortisone (10 uM) and 10 U mL™" penicillin/
10 pg mL™" streptomycin was used for the exposure of these
cells to various NPs at different concentrations for 72 h. The
treatment medium was renewed daily. p-NF (50 uM), 3MC
(5 uM), PB (1 mM) and rifampicin (Rif 10 pM) were used for
72 h of treatment as reference CYP inducers. o-NF (10 pM), Ery
(10 pM) and Keto (25 pM) were used for 2 h (a-NF) or 24 h
(Ery and Keto) of treatment as reference CYP inhibitors.

Flow cytometry

For the flow cytometry analysis, cells were incubated 1 h at
37 °C or 4 °C with FA-NPs at 1 mg mL™". The rat hepatocytes
were washed with PBS and detached with trypsin EDTA. After
centrifugation (3 min, 70g), cells were resuspended in PBS.
The cell fluorescence intensity calculated from at least 10 000

Table 1 Information relative to the human donors

Donor ID Gender Race Age (Years) Cell viability (%) Liver pathology

D1 F Unknown 60 91 Cholangiocarcinoma and liver metastasis
D2 F African 59 88 Hydatid cyst

D3 M Unknown 59 83 Liver metastasis

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2018
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events was analyzed by using a Beckman Coulter FC500 flow
cytometer (Beckman Coulter, Brea, USA).

Cell viability assay

The evaluation of the cell viability after NP exposure of rat and
human hepatocytes in primary cultures was assessed using the
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide
(MTT) method. In brief, cell cultures were washed to remove
NPs and incubated with MTT (0.5 mg mL™") for 2 h at 37 °C.
The formazan crystals were then dissolved in DMSO and the
absorbance was measured at 570 nm.

Cytochrome P450-dependent activities in rat and human
hepatocyte cultures

In rat hepatocytes, CYP1A and CYP2B activities were evaluated
by measuring the ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) and
the benzyloxyresorufin-O-dealkylase (BROD) activity, respect-
ively. Briefly, cell cultures were washed several times with PBS
to remove NPs and incubated for 1 h at 37 °C in rat hepatocyte
culture medium supplemented with salicylamide (1 mM) and
ethoxyresorufin (10 pM) or benzyloxyresorufin (4.1 uM). The
quantity of the resorufin produced was measured at Aexcitation
530 nm and Aemission 580 nm. CYP1A and 2B activities were
expressed as pmol resorufin per min per mg cellular protein.
CYP3A activity was assayed using the P450-Glo™ CYP3A4 assay
(Luciferin-IPA) kit (Promega, Charbonnieres-les-bains, France),
according to the manufacturer’s instructions. Hepatocytes
were incubated with the luciferin-IPA for 1 h at 37 °C. After
20 min of incubation at room temperature with the luciferin
detection reagent, the level of luminescence was read. The
CYP3A activity was expressed as RLU per min per mg cellular
protein.

In human hepatocytes, CYP1A and 3A activities were
assayed as described above for rat hepatocytes. The CYP2B
activity was evaluated using the P450-Glo™ CYP2B6 assay kit
(Promega, Charbonniéres-les-bains, France), according to the
manufacturer’s instructions using a 2 h incubation period of
the cultured cells with the luciferin-2B6.

In vivo experiment

This study was performed in strict accordance with the NIH
guidelines for the care and use of laboratory animals (NIH
Publication No. 85-23 Rev.1985) and was approved (No. 2015/
003-CD) by the Institutional Animal Care and Use Committee
of Besancon (CEBEA No. 58, Besancon, France). Six weeks old
male Wistar rats (Janvier, France) were randomly divided into
11 groups (4 rats per group except for NP5 and for the control
group where 6 rats per group were used) and kept under a 12 h
light/dark cycle. They have free access to distilled water and
fed ad libitum. After one week, rats were anesthetized with iso-
flurane, weighed and treated by i.v. injections every 24 h for up
to 72 h as follows: 5 mg of NP1, NP3, NP5 and NP6, and
0.5 mg or 5 mg of NP7 and NP8. Some of the animal groups
received by i.p. injections a reference CYP inducer compound,
ie. PB at 80 mg kg ' day ' in maltose solution or 3MC at
20 mg kg™! day™' in Miglyol® 812 (Sasol Chemical Industries,
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Homburg, Germany) every 24 h for up to 72 h. Finally, a
control rat group received by i.v. injection the vehicle (maltose)
solution. Rats were sacrificed and the livers were rapidly
removed and weighed. Small parts of the liver were immedi-
ately flash-frozen in liquid nitrogen and kept frozen until used
for analysis.

Cytochrome P450-dependent activities in rat liver microsomes

Rat livers were homogenized in a buffer consisting of 50 mM
Tris-HCl pH 7.4, 150 mM KCI and 2 mM EDTA. The homo-
genates were centrifuged at 9000g for 25 min at 4 °C. The super-
natant fractions were centrifuged twice at 100 000g for 1 h at
4 °C. The pellets which represented the microsomal fraction
were suspended in sucrose solution (0.25 M) and immediately
frozen at —80 °C until use. In rat liver microsomes, CYP1A and
CYP2B activities were evaluated by measuring the EROD and
BROD activities, respectively. Rat liver microsomes (4 mg pro-
teins per mL) were preincubated for 5 min at 37 °C in Tris
buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.8, 5 mM MgCl,, 150 mM KCl)
with ethoxyresorufin at 0.13 mM or benzyloxyresorufin at
0.41 mM. The enzymatic reaction was initiated by the addition
of B-NADPH at 10 mM. After 2 min (EROD) or 3 min (BROD) of
incubation, the reaction was stopped by adding ZnSO, (87 mM)
and Ba(OH), (79 mM). After centrifugation for 5 min at 1700g,
the fluorescence of the supernatant was measured at Accication
530 nm and Aemission 580 nm. CYP1A and 2B activities were
expressed as pmol resorufin per min per mg microsomal pro-
teins. The CYP3A activity was assayed by using the P450-Glo™
CYP3A4 assay (Luciferin-IPA) kit (Promega, Charbonniéres-les-
bains, France) as described above for the rat hepatocytes.

Statistics

All data are means + SEM. The data expressed in fold change
versus the control were processed statistically when the fold
change was <1 and >2 in accordance with the OECD Guidelines
for the testing of chemicals.'® Comparisons between the experi-
mental groups and control were performed by one-way ANOVA
analysis and the Holm Sidak test (Sigmastat software). A differ-
ence was considered significant at p < 0.05.

Results
Physicochemical properties of the nanoparticles

The mean diameter and surface charge of PLGA NPs were
measured in William’s E culture medium on at least 3
different batches of NPs. The physicochemical characterization
of these PLGA NPs is reported in Table 2. The mean size of
NP1, NP2 and NP3 measured by the dynamic light scattering
method was respectively 178, 122 and 78 nm. NP4, NP5 and
NP6 were larger than the surfactant free NPs with sizes of 216,
241 and 242 nm, respectively. The zeta potential measured by
laser Doppler electrophoresis was around —30 mV for all sur-
factant free NPs and —11, —1.7 and +5.4 mV for NP4, NP5 and
NP6, respectively. The properties of the commercial silica NPs
were also checked using the same experimental conditions. As
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Table 2 Physicochemical properties of freeze-dried nanoparticles reconstituted in culture medium using a ZetaSizer. Measurements were per-

formed on at least 3 different batches of NPs. NA = not applicable

Adsorbed PVA or PEI

NPs Description Mean diameter (nm) Polydispersity index Zeta potential (mV) (g per mg of PLGA)
Synthesized NPs

NP1 Surfactant free 178 +7 0.105 + 0.033 -31.5+14 NA

NP2 Surfactant free 122+ 4 0.128 + 0.036 -30.1+1.6 NA

NP3 Surfactant free 78+2 0.106 + 0.070 -29.2+1.5 NA

NP4 Opsonization 216+ 6 0.101 + 0.017 -11.0+£ 0.6 NA

NP5 PVA coating 241 +£19 0.097 +0.027 -1.7+0.4 47.7 £8.3

NP6 PEI coating 242 +8 0.099 + 0.035 +5.4+ 0.4 45.9 +3.2
Commercial NPs

NP7 Silica 331 0.153 + 0.034 —-8.4 0.6 NA

NP8 Silica 67 £ 0.3 0.043 +0.013 -21.1+0.4 NA

expected, the mean sizes of NP7 and NP8 were 33 nm and
67 nm, respectively. The zeta potentials were —8.4 mV for NP7
and —21.1 mV for NP8.

The size, the PDI and the zeta potential of all NPs were
monitored for 24 h in William’s E culture medium (Fig. 1).
The hydrodynamic diameter and the size distribution were
stable for all NPs, except for NP4. After 24 h incubation, the
size increased from 216 to 1105 nm and the PDI reached 1. For
all other PLGA NPs, the values of PDI were around 0.1, demon-
strating a narrow size distribution. The surface charge of sur-
factant free NPs was stable in contrast to NP6 and NP7. The
positive surface charge of NP6 decreased from 5 mV to 2.3 mV
whereas the values passed from —8.4 mV to 0 mV for NP7.

Cellular interaction of PLGA NPs with rat hepatocytes

The interaction of PLGA NPs with rat hepatocytes was deter-
mined after 1 h-exposure using fluorescent NPs (Fig. 2). At
37 °C, NP1 interacted strongly with hepatocytes (Fig. 2B). A
marked decrease of this interaction was observed with NP5
(Fig. 2C), due to the PVA coating and after NP1 incubation at
4 °C (Fig. 2D).

Effect of the nanoparticles on rat and human hepatocyte
viability

Rat and human hepatocytes in primary cultures were exposed
to PLGA and silica NPs for 72 h, the culture medium with NPs
being renewed every 24 h. The effect of the NPs on cell viability
was evaluated at three concentrations (0.1, 0.5 and 1 mg mL ™)
except for NP6 which was 10-fold lower concentrated as com-
pared to the other NPs considering the well-known cytotoxicity
of PEI (Fig. 3). In rat and human hepatocytes, the PLGA NPs
did not induce cytotoxicity, even at the highest concentration.
By contrast, silica NP7 decreased the cell viability at 65% in rat
hepatocytes. In human hepatocytes, the values were of 50%
and 75% for NP7 and NP8, respectively.

Effect of the nanoparticles on CYP1A, 2B and 3A activities in
rat and human hepatocyte cultures

CYP-dependent activities were determined in rat and human
hepatocytes after 72 h of exposure in culture. Untreated cells
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were used as the control and their activity values were set at 1
(referred to as “control medium” in Fig. 4). In order to both
assess the selectivity and the magnitude of response of NPs,
reference inducers and inhibitors of CYPs were also tested.

Fig. 4A, B, and C show the data obtained in the rat hepato-
cyte cultures. As expected, 3MC and p-NF strongly increased
the CYP1A activity with a mean of 31- and 15-fold respectively,
whereas o-NF had the opposite effect. PLGA NP1 to NP4 have
no significant effect on the CYP1A activity, whatever the con-
centration used. The CYP2B activity was increased by 11- to
15-fold after treatment with PB and Dex, chosen as reference
inducers for this activity. No effect of PLGA NP1 to NP4 was
observed on the CYP2B activity except a decrease of 35% by
using NP2 at the highest concentration. Finally, PB and Dex
markedly increased (51- and 105-fold) the CYP3A activity,
whereas Keto strongly decreased it. No significant effect of
PLGA NP1 to NP4 was observed considering the CYP3A activity,
except by using NP1 at 0.5 mg mL ™, that led to a significant
17% decrease of the CYP3A activity. The coated PLGA NPs
(NP5 and 6) have no effect on the CYP activity, whatever the
concentration used and the CYP isoform considered. Finally,
silica NPs have no effect on CYP1A and 2B activities, but NP7
in contrast to NP8, caused a 73% decrease in the CYP3A
activity. The reference compounds used in this study were
similar in rat and human hepatocyte cultures, except that Dex
was replaced by Rif for CYP2B and 3A activities in human hep-
atocytes (Fig. 4D-F). As expected, 3MC and f-NF caused strong
increases (70- and 26-fold increases) of the CYP1A activity, and
PB and Rif treatment led to mean 2- to 2.6-fold increases of
CYP2B and 3A activities. Also as expected, o-NF and Keto
decreased the CYP1A (92% of decrease) and 3A (79% decrease)
activities, respectively. No significant effect on the CYP1A
activity was observed after PLGA NP1 to NP4 exposure, except
for NP4 treatment at 0.5 mg mL™", leading to a 2-fold induc-
tion. By contrast, NP1, NP2, NP3 and NP4 inhibited the CYP2B
activity in a range from 32% to 51%. Regarding CYP3A, a
31-45% activity decrease was observed with NP1 and NP4 treat-
ments, at the three concentrations. As already mentioned for
rats, the coated PLGA NPs (NP5 and 6) have no effect on any
CYP activity. Silica NP7 treatment had a significant effect on
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Fig. 1 Stability of the PLGA and silica nanoparticles at 1 mg mL™* for
24 h in culture medium using a ZetaSizer. The mean diameter (A), the
polydispersity index (B) and the zeta potential (C) were measured in at
least 3 different batches of NPs.

the three CYP isoforms. CYP1A and 2B activities increased 5.2-
and 2.4-fold while the CYP3A activity decreased of 60%. Silica
NP8 only modified the CYP3A activity, leading to a 29%
decrease of this activity.

Effect of the nanoparticles on CYP1A, 2B and 3A activities in
rat liver microsomes

CYP-dependent activities were also determined in liver micro-
somes after daily i.v. injections of NPs for 3 days in healthy
rats. An untreated animal group was used as a control and set
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Fig. 2 Cellular interaction of PLGA nanoparticles with rat hepatocytes
analyzed by flow cytometry analysis. Fluorescent NP1 (B) and NP5 (C)
were incubated at 37 °C with hepatocytes for 1 h at 1 mg mL™* whereas
fluorescent NP1 (D) was incubated at 4 °C. The fluorescence intensity
was compared with a cell control (A). Representative data from one rat
hepatocyte culture.

at 1 (referred to as “control” in Fig. 5). 3MC was chosen as a
reference inducer compound for the CYP1A activity (Fig. 5A)
and PB for CYP2B and 3A activities (Fig. 5B and C). As
expected, 3MC caused a significant induction (26-fold
increase) of CYP1A activity, while PB significantly increased
CYP2B (150-fold) and CYP3A (2-fold) activities. As also
described in rat hepatocyte cultures, PLGA NPs did not modify
the three CYP-dependent activities, except NP1 that decreased
the CYP3A activity by 29%. By contrast, silica NP7 but not NP8
significantly decreased both CYP2B (24% decrease) and 3A
(62% decrease) activities at the highest dose used.

Effect of the nanoparticles on body weight gain in rats

The rats were weighed just before the first injection of NPs and
the day of sacrifice. The body weight gain of the animals after
3 days of injection is reported in Fig. 6. A mean body weight
gain of 5% was noted in all animal groups, except in the group
receiving NP7 for which a lower gain (only 2.5%) was obtained.
Also, the reference CYP inducer compound PB slowed the
weight gain of the animals and 3MC significantly decreased
the rat body weight after 3 days of treatment.

Discussion

The liver sequestration of NPs intravenously injected has been
clearly and tremendously demonstrated in the literature. Their
cellular distribution in the liver is strongly dependent on their
physicochemical properties. The first generation of NPs was
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Fig. 3 Effect of PLGA (0.1 to 1 mg mL™) and silica (0.1 mg mL™) nano-
particles on cell viability in primary rat (A) and human (B) hepatocyte
cultures after 72 h of exposure. Cell viability was determined by a MTT
assay and expressed as a percent of control medium (culture medium
without any NPs). Data are means + SEM from triplicate of 6 (for rat
hepatocytes) and 3 (for human hepatocytes) independent cultures. *p <
0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 with respect to the control medium.

rapidly recognized by the Mononuclear Phagocyte System
due to their hydrophobic surface responsible for the opsoni-
zation process. They were mainly removed from the blood-
stream by the Kupffer cells. Numerous previous toxicological
studies have therefore focused on the interaction of NPs
with macrophages. The second generation of NPs was
characterized by a hydrophilic surface coating, decreasing
the interaction with phagocytes and consequently extending
the half-time of the NPs. These long-circulating properties
do not prevent the sequestration of NPs in the liver” but can
modulate their cellular distribution. Indeed, the NPs charac-
terized by a reduced Kupffer cell uptake and a size allowing
passing through the fenestrated sinusoidal endothelium
(150-200 nm) can reach the Disse’s space and then interact
with the hepatocytes.”'® This major cell type, which rep-
resents around 70% of the liver cell population, supports the
metabolism of xenobiotics playing therefore a key role in the
detoxification of the body. For these last two reasons, the
interactions of NPs with hepatocytes need to be elucidated
in nanotoxicological studies.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2018
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In the present work, the size, the surface charge and the
composition (organic vs. inorganic) of the NPs were modu-
lated, since all of these parameters could influence the adverse
effects of NPs. Most of the surfactants usually used in the
manufacturing process both to control the size and to stabilize
the NPs can interact with the cells>**" owing to their amphi-
philic properties and could therefore contribute to a toxic
effect. Considering these physicochemical features, the hydro-
dynamic diameter of PLGA NPs was modulated from 78 to
178 nm using a surfactant-free process. Only the polymer con-
centration in the organic phase was adjusted to obtain the
NP1, NP2 and NP3 formulations. The NPs prepared with PVA,
a non-ionic polymer widely used in the production of PLGA
NPs were also prepared to evaluate the potential toxicity of the
adsorbed surfactant (NP5). Cationic NPs (NP6) were also pro-
duced by incubating NP1 with a PEI solution. Also, the culture
medium of hepatocytes being serum-free, serum protein-
coated NPs were prepared (NP4) to mimic the opsonization
process occurring when NPs are intravenously injected.
Finally, the use of commercial silica NPs of 30 and 70 nm
(NP7 and 8) completed the study by considering the compo-
sition parameter (organic vs. inorganic).

In the present study, primary cell cultures were exposed to
NPs for 72 h. This incubation time has been chosen, taking
into account the short-term maintenance of cell viability in
this type of culture and also the residence time of PLGA par-
ticles in the hepatic tissue. Considering this last point, the
data in the literature are still controversial. Whereas Simon
and Sabliov (2014) demonstrated that PLGA NPs were not
detected in the liver 24 h after injection,”® some studies
showed that 40 to 50% of PLGA NPs loaded in rhodamine and
coumarin were still located in the liver 3 days after adminis-
tration.”® Additionally, the molecular weight PLGA NPs with a
mean diameter of 200 nm slightly decreased from 44 000 to
31192 Da after 72 h in the liver, suggesting that the polymer
has been only partially biodegradated.® Our in vivo experiment
has also been performed for up to 72 h to allow an easier com-
parison of in vivo/in vitro data. Moreover, based on the stability
study for 24 h, the NP suspensions were replaced by fresh par-
ticles everyday up to 72 h, both in vitro and in vivo.
Physicochemical characterization showed indeed that most of
the differences in terms of size and of zeta potential between
the various formulations were maintained in culture medium.
Indeed, all NPs except the serum-coated NP4 were still stable
after 24 h incubation, allowing an accurate evaluation of the
size effect. The stability of the surfactant-free and PEI-coated
NPs was conferred by the surface electrostatic barrier. PVA-NPs
were also stable despite a zeta potential close to 0 due to a
steric barrier generated by the high molecular weight non-
ionic surfactant coated on the particle surface. By contrast, the
aggregation of NP4 could be due to the formation of protein
bridges between the particles.>”

The quantity of PLGA used to treat hepatocyte cultures and
to inject in rats was based both on the conventional drug-
loading rate in PLGA NPs, and on their therapeutic concen-
trations by the i.v. route.”***>® Viability evaluation based on
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Fig. 4 Effect of PLGA (0.1 to 1 mg mL™?) and silica (0.1 mg mL™) nanoparticles on CYP1A (A and D), CYP2B (B and E) and CYP3A (C and F) activities
in primary rat (A, B and C), and human (D, E and F) hepatocyte cultures after 72 h of exposure. B-Naphthoflavone (3-NF 50 pM), 3-methylcholantrene
(3MC 5 pM), phenobarbital (PB 1 mM), dexamethasone (Dex 50 pM) and rifampicin (Rif 10 pM) were used for 72 h of treatment as reference CYP
inducers. a-Naphthoflavone (x-NF 10 pM), erythromycin (Ery 10 pM) and ketoconazole (Keto 25 uM) were used for 2 h (x-NF) or 24 h (Ery and Keto)
of treatment as reference CYP inhibitors. CYP activities were expressed as fold change versus control medium, which was set at 1. Data are means +
SEM from triplicate of at least 3 independent cultures. *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 with respect to the control medium.

the MTT assay demonstrated that such concentrations (0.1, 0.5
and 1 mg mL™", except for NP6) were not cytotoxic for rat and
human hepatocytes after 72 h of exposure to PLGA NPs. For
NP5 and NP6 formulations, washing steps were added to
remove free PVA or PEI not absorbed on the surface of NPs, in
order to limit the toxic effect of the free surfactant caused by
the insertion in the cell membrane.?® Moreover, the concen-
trations of NP6 were 10-fold lower considering the marked
cytotoxicity of PEI. The positive zeta potential of NP6 promotes
the interaction with negatively charged cell membranes and
thereby facilitates their cellular uptake.>’*® For silica NPs, a

5178 | Nanoscale, 2018, 10, 5171-5181

previous study dealing with HepG2, a human hepatocyte cell
line, showed a lack of cytotoxicity at a concentration of 0.1
mg mL "> The same concentration was therefore used in the
present study (NP7 and 8). A low decrease of rat hepatocyte via-
bility but without statistical significance was obtained,
whereas silica NPs were significantly cytotoxic in human hep-
atocyte cultures. Discrepancies between the data from the
human cell line and from our primary cultures of human hep-
atocytes, in addition to the cell type difference, are probably
due to the time exposure (48 h vs. 72 h in our study) to silica

NPs. In order to take into account the cytotoxic effect of silica

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2018
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Fig. 5 Effect of PLGA (5 mg) and silica (0.5 and 5 mg) nanoparticles on
CYP1A (A), CYP2B (B) and CYP3A (C) activities in rat liver microsomes.
Nanoparticles were injected in rats every 24 h for up to 72 h. 3MC
(20 mg kg™* day™) and PB (80 mg kg~* day™) were used for 72 h of
treatment as reference CYP inducers. CYP activities were expressed as
fold change versus the control group, which was set at 1. Data are
means + SEM. *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 with respect to
the control group.

NPs when processing the CYP activities, we normalized all the
data per the quantity of total proteins, which usually correlated
with the number of viable cells.

The activity of major CYP isoforms including CYP1A,
CYP2B and CYP3A was evaluated after 72 h incubation with
NPs. Significant interspecies differences were obtained as well
as a CYP isoform-dependent effect. In rat hepatocytes, only a
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few PLGA NPs inhibited partially the activity of some CYPs.
Indeed, NP2 at 1 mg mL™" and NP1 at 0.5 mg mL™" slightly
decreased the activity of CYP2B and CYP3A, respectively. In
contrast, silica NPs with a mean diameter of 30 nm (NP7) were
responsible for a marked decrease of 73% of the CYP3A
activity. These in vitro results are perfectly consistent with the
in vivo data. Indeed among the injected PLGA NPs (NP1, NP3,
NP5 and NP6), only NP1 showed a slight inhibition of the
CYP3A activity. NP7 also decreased the activity of this isoform,
but the effect was very marked, leading to a 62% decrease of
the CYP3A activity. It is noteworthy that a lower body weight
gain of rats treated with 5 mg of NP7 was obtained as com-
pared to the control and to the PLGA NP groups, but the level
was similar to the PB group. A loss of weight was even noticed
with the 3MC group, in agreement with another study.*
Neither differences in the liver weight, nor macroscopic mor-
phological changes were noted when rats were sacrificed. The
differences in the weight gain in the animals could be
explained by a lower food intake of these animals when
exposed to a toxic and/or a modification of the overall metab-
olism. These differences could at least partly explain the inhi-
bition of the hepatic detoxification function. Also the size and
the composition of NPs (organic vs. inorganic) could contrib-
ute in a synergistic way to this effect.

In humans, the effects of NPs on the CYP activity were
more significant than in rat hepatocytes. However, PVA-coated
NPs (NP5) did not alter the metabolic activity of both rat and
human hepatocytes under any experimental conditions. Flow
cytometry analysis revealed that the interaction of NP1 with
hepatocytes was much higher compared with NP5 likely due to
the PVA coating. The hydrophilic steric barrier conferred by
the PVA could hinder the adhesion of NP5 to the cell mem-
brane. Additionally, the cell interaction of NP1 was partially
inhibited at 4 °C, suggesting both a binding and an uptake by
hepatocytes. In humans, opsonized PLGA NPs (NP4) modified
significantly the activity of all the CYP isoforms. This rep-
resents a major finding because numerous NPs intravenously
injected are opsonized and consequently could be identified
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to NP4. Considering the CYP2B activity, all surfactant-free NPs
inhibited partially this activity, whereas an induction was
observed with silica NPs, especially NP7 with a mean diameter
of 30 nm. These major differences observed between organic
and inorganic particles suggest two distinct interaction mecha-
nisms. Moreover, these NPs have different effects depending
on the CYP isoform, underlying a CYP isoform-dependent
effect of PLGA NPs. This was consistent with the work of Ye
et al. (2014) that showed that CYP isoforms were not inhibited
in the same manner after exposure to small Au NPs.*" This was
explained by differences in the structure, the heterogeneity
and the plasticity of eukaryotic microsomal CYPs.*” Since
CYP3A represents around 60% of the total hepatic CYPs and is
involved in the metabolism of more than 50% of drugs such
as anti-cancer agents, a modulation of its activity can lead to
severe adverse drug-drug interactions. Such a modification by
NPs should be therefore a major concern,"***** since this
could impact the elimination process of the encapsulated
drugs or cause adverse effects in the case of polytherapy.
Among the surfactant-free NPs tested, only NP1 with the
largest size (178 nm) significantly reduced the enzymatic
activity of CYP3A. Altogether, these results showed that the
largest PLGA NPs including NP1 and NP4 generated the stron-
gest effects on CYP3A. The opposite effect was observed with
silica NPs where the CYP3A modulation was higher with the
lowest size of silica NPs (30 nm). Accordingly, Imai et al. (2014)
showed a 60% inhibition of CYP3A4 activity in HepG2 cells
after 48 h exposure to 30 nm-silica NPs at 0.1 mg mL™", but no
significant effect was observed with the largest size (70 nm) of
NPs.*

NPs should be internalized by hepatocytes to trigger the
process leading to the modulation of the CYP activity. One
can expect that differences in cellular uptake could be depen-
dent on the size of NPs. However, the literature dealing with
this topic is still controversial. Yin Win and Feng (2005)
showed a higher cellular uptake of 100 and 200 nm poly-
styrene NPs compared with 50 nm.*® By contrast, another
study demonstrated that the cell uptake of 50 nm silica NPs
was two-fold higher than 30 nm NPs.*® The effects of NPs on
the metabolic activity of hepatocytes do not seem exclusively
dependent on the internalization level of NPs. Other mecha-
nisms involving the complex structure of the CYPs, as com-
pared to the structure and the physicochemical parameters
of NPs may act. First, a competitive inhibition implying the
active site of CYP could be involved. But it was not consistent
considering the low size of this catalytic site as compared to
NPs.>” Second, NPs could adsorb CYP isoforms on their
surface.’® Wang et al. (2011) showed that the interaction of
silica NPs with a serine protease called Subtilisin Carlsberg
could alter the conformation and then the activity of this
enzyme in a size-dependent manner.*® Effects were higher
for the smallest NPs due to their large specific surface area
and high mobility. However the mechanism is likely
different with PLGA NPs, since CYP inhibition was higher
with large NPs and serum protein-coated NPs limit inter-
actions with these enzymes. Further experiments are needed
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to explain the complex regulations of CYP by NPs especially
in humans.

Conclusions

The present study represents a significant advance in the toxi-
cological evaluation of NPs. First, the metabolic response was
dependent on the physicochemical features and the compo-
sition (organic vs. inorganic) of the NPs. In particular, the
modulation of the CYP activity by PLGA NPs was slight as com-
pared to silica NPs, and could be overcome by the addition of
a hydrophilic surfactant such as PVA. Second, the effects were
different according to the CYP isoform. Third, the results
clearly demonstrated that the detoxification function of the
human hepatocytes is more sensitive to NP exposure than the
rat hepatocytes. This last finding suggests that the human hep-
atocytes in primary cultures could be designated as a relevant
in vitro model in nanotoxicology studies, which could be
required in the approval process of nanomedicines.
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I. CONTEXTE ET OBJECTIFS

Les NPs sont trés largement utilisées comme additif alimentaire ou excipient
pharmaceutique notamment. Des données récentes ont mis en évidence le risque potentiel pour
la santé d’une exposition a ces additifs. Ainsi, des effets toxiques tels qu’une modification de
la régulation des histones et des anomalies du développement chez la drosophile, ainsi que des
effets génotoxiques apres exposition orale a I’additif E171 (TiOz) ont en effet été rapportés dans
la littérature. Une autre étude menée sur des rats exposés par voie orale a ce méme additif a des
doses proches de 1I’exposition alimentaire humaine a également alerté sur les dangers d’une
exposition chez I’Homme. Un autre additif, le E551 (SiO») est largement utilisé dans I’industrie
agroalimentaire et pharmaceutique, notamment comme agent antiagglomérant et antimottant
dans les denrées en poudre et comme lubrifiant dans la fabrication des comprimés
pharmaceutiques. Malgré les risques évidents encourus, trés peu de données concernant la
toxicité orale de 1’additif E551 sont actuellement disponibles. L’évaluation du risque nécessite
une étude rigoureuse de sa toxicité, notamment sur la barriére intestinale ; en effet, une
augmentation de la perméabilité intestinale pourrait favoriser le passage dans I’organisme de

molécules potentiellement toxiques pour I’ Homme.

Dans cette deuxieme étude, nous nous sommes intéressés aux effets d’une exposition
aigué€ a des NPs de silice de différentes tailles et a I’additif ES51, sur la barriére intestinale en
répondant notamment aux questions suivantes : les NPs de silice modifient-elles la perméabilité
intestinale ? Est-ce un phénomene réversible ou non ? Quels sont les mécanismes cellulaires et

moléculaires impliqués ?

II. METHODOLOGIE

Pour évaluer les effets des NPs de silice, deux modéles de barriére intestinale humaine
ont été utilisés, une monoculture de cellules Caco-2 et une coculture de cellules
Caco—2/HT29-MTX toutes deux cultivées sur support Transwell®. Aprés 21 jours, la
monocouche de Caco-2 forme un épithélium différencié d’entérocytes jointifs. Dans le cas de
la coculture, un épithélium composé d’entérocytes et de cellules caliciformes sécrétant du
mucus est obtenu. Les cellules ont été incubées avec des NPs de silice de taille définie entre 10
et 200 nm ou I’additif E551 pendant 2h. L’impact des NPs sur la viabilité¢ cellulaire a été

déterminé par test au MTT et mesure du taux de lactate déshydrogénase. L’évaluation de la
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perméabilité¢ intestinale a ensuite été réalisée par mesure de la résistance électrique
transépithéliale et par évaluation du transport paracellulaire du Lucifer-Yellow. Le mécanisme
responsable de la modulation de la perméabilité intestinale a été identifi¢ en étudiant
I’expression des jonctions serrées par western-blotting et immunomarquage des filaments

d’actine du cytosquelette.

III. PRINCIPAUX RESULTATS / CONCLUSIONS
Cette ¢tude a notamment permis de montrer que :

e Une augmentation de la perméabilité intestinale, dépendante de la taille et de la
concentration en NPs, est observée dans les deux modéles de barriére intestinale

humaine.

e L’impact des NPs est totalement réversible en 22h, ce qui suggeére un mécanisme

dynamique.

e Le rdle protecteur du mucus doit étre considéré pour établir de fagon pertinente la
toxicit¢ de NPs administrées par voie orale. Le mucus présent dans le modele
Caco-2/HT29-MTX réduit la modulation de la perméabilité et la sécrétion de

cytokines pro-inflammatoires en limitant ’internalisation cellulaire des NPs.

e [’augmentation de la perméabilité intestinale par les NPs est expliquée par la
rupture du cytosquelette d’actine sans modification de 1’expression des protéines
des jonctions serrées. La dépolymérisation des filaments d’actine altére la liaison
entre les zonula occludens et 1’actine impliqués dans la stabilité du réseau de
jonctions serrées. Le réarrangement de ZO-1 observé par immunomarquage ainsi
que la récupération concomitante des filaments d’actine et de la perméabilité

intestinale confortent cette conclusion.

e Le ratio NPs/microparticules dans 1’additif E551 qui varie en fonction des lots et

des fabricants doit étre considéré comme un facteur de toxicité.
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e I est important de ne pas évaluer la toxicité des systémes nanoparticulaires au
regard de leurs seuls effets cytotoxiques mais plutot de fagon plus complexe a

I’échelle de 1’épithélium entier.

IV. PUBLICATION 11
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ABSTRACT

Amorphous silica nanoparticles are widely used as pharmaceutical excipients and food additive
(E551). Despite the potential human health risks of mineral nanoparticles, very few data
regarding their oral toxicity are currently available. This study aims to evaluate and to
understand the interactions of silica particles with the intestinal barrier using a Caco-2
monolayer and a Caco-2/HT29-MTX co-culture to consider the mucus protective barrier. A
size- and concentration-dependent reversible increase of the paracellular permeability is
identified after a short-term exposure to silica nanoparticles. Nanoparticles of 30 nm induce the
highest transepithelial electrical resistance drop whereas no effect is observed 200 nm particles.
Additive E551 affect the Caco-2 monolayer permeability. In co-culture, mucus layer reduces
the permeability modulation by limiting the cellular uptake of silica. After nanoparticle
exposure, tight junction expression including Zonula occludens 1 (ZO-1) and Claudin 2 is not
affected, whereas the actin cytoskeleton disruption of enterocytes and the widening of ZO-1
staining bands are observed. A complete permeability recovery is concomitant with the de novo
filament actin assembly and the reduction of ZO-1 bands. These findings suggest the
paracellular modulation by small silica particles is directly correlated to the alteration of the

Z0-actin binding strongly involved in the stability of the tight junction network.
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Amorphous silica nanoparticles (NPs) represent one of the most common manufactured
nanomaterial. Their unique physicochemical properties such as the surface area and the
porosity, their great stability and their low cost confer them a major interest in various
application fields including pharmaceutical and food industries (He et al., 2019; Zhou et al.,
2018). Silicate NPs are used as flow agent in the preparation of solid dosage forms and as anti-
caking agent in many powdered foods due to their hygroscopic characteristics (Pradhan et al.,
2015). Food additive E551 is a mixture of silica NPs with a diameter inferior to 100 nm and
microparticles (Barahona et al., 2016; EFSA Panel on Food Additivies and Nutrient Sources
added to Food (ANS) et al., 2018). Spherical silica nanoparticles of approximately 10—50 nm
in size was clearly identified in food (Athinarayanan et al., 2014). The

nanoparticle/microparticle ratio is often different according to the manufacturer.

The use of nanomaterials is more and more questioned due to their potential toxicity in Humans
(Jackson et al., 2017; Sahu and Hayes, 2017). Recent findings emphasized the potential human
health risk induced by food additives composed of nanoparticles. Many scientific studies
focused on the additive E171 composed of titanium dioxide (TiO2) NPs. In vitro and in vivo
studies showed that TiO, NPs impaired tight junctions and led to an increase of the intestinal
permeability (Brun et al., 2014; Pedata et al., 2019). However, very few data regarding the oral
toxicity of the additive E551 are available. Concentration-dependent cytotoxicity and oxidative
stress caused by the silica NPs were mainly reported (Athinarayanan et al., 2014). However,

their effects on the function and the integrity of the intestinal barrier stay little studied. A
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disruption of the intestinal barrier or an increase of the epithelial permeability could facilitate
the transport of toxic agents, modify the bioavailability of drugs and allow the bacterial
translocation (Vancamelbeke and Vermeire, 2017). A recent study published by Liu et al.
reported a dysfunction of the blood-brain barrier by silica NPs, demonstrating the potential

toxic effect of the silica on the biological barriers (Liu et al., 2017).

In the present study, the oral toxicity of the additive ES51 and silica nanoparticles with sizes
ranging from 10 nm to 200 nm was investigated. Two in vitro models of the intestinal barrier
were compared: a Caco-2 monolayer, considered as the gold standard for predicting intestinal
absorption of drugs and a co-culture Caco-2/HT29-MTX. Caco-2 is a human colon carcinoma
cell line, exhibiting a phenotype similar to the enterocytes of small intestine. HT29-MTX is a
sub-population of human carcinoma cell-lines HT29 isolated by treatment with methotrexate.
HT29-MTX play the role of goblet cells in the co-culture to consider the protective mucus
barrier in the toxicity studies. After exposure of NPs to in vitro models of intestinal barrier, the
oxidative stress, the inflammatory response and the paracellular permeability were evaluated.
The influence of the NP size, the presence of mucus and the intracellular mechanisms involved
in the nanotoxicity were also discussed through molecular biology and immunostaining

experiments.

RESULTS

Physicochemical properties of the nanoparticles

The physicochemical properties of silica NPs were determined in saline transport buffer (TB).
The size was measured by dynamic light scattering and the zeta potential by laser Doppler
electrophoresis. The physicochemical characterization of silica NPs was reported in Table 1.
Mean size of NP200, NP70, NP30 and NP10 were respectively 215, 71, 32 and 20 nm. The

additive ES51 was characterized by a hydrodynamic diameter of 268 nm. The polydispersity
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index (PDI) of E551 and NP10 was around 0.23 suggesting a wider size distribution compared
to NP200, NP70 and NP30 which is less than 0.1. The zeta potential was around of -20 mV for

all silica particles including the E551.

Table 1. Physicochemical properties of silica nanoparticles in transport buffer using a

ZetaSizer.

Silica NPs ~ Mean diameter (nm)  Polydispersity index Zeta(ﬁ? \t/e)ntlal
NP200 215+7 0.026 +£0.15 -21.3+0.6
NP70 71+4 0.018 £0.019 -19.0+£2.6
NP30 32+2 0.055 £0.031 -17.7+0.7
NP10 20+ 6 0.236 +£0.010 -18.5+1.1
E551 268 + 19 0.231 +0.029 -20.5+ 0.6

Physicochemical characteristics of silica NPs were monitored for 2h in TB to evaluate their
physical stability for in vitro studies (Figure 1). The hydrodynamic diameters and the size

distributions were stable for all silica NPs.

4001 0.47
3 NP1O
=3 NP3
3004 = P70 039
® Om NP200
= 200 ZA E551 Z 0.24
'L%
1004 0.1
0
0 ! ’ 0.0

0 1 2

Time of incubation (hours) Time of incubation (hours)

Figure 1. Physical stability of silica nanoparticles at 1 mg.mL™ for 2h in transport buffer at
37°C. The mean diameter (A) and the polydispersity index (B) were measured on at least 2

different batches of silica NPs using a Zetasizer. Data are means = SEM from triplicate.
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Effect of nanoparticles on Caco-2 and co-culture Caco-2/HT29-MTX cell viability

Caco-2 and co-culture were exposed for 2h to silica NPs at two concentrations in TB (1 and 10

mg.mL"). The cell viability was then determined by MTT assay (Figures 2A and 2B). For

the two in vitro models, the viability stayed above 80%, suggesting the lack of cytotoxic effect

of silica particles including E551. The cytotoxicity of silica NPs was also determined by

measuring the lactate dehydrogenase (LDH) release (Figures 2C and 2D). In Caco-2, E551,

NP70 and NP30 at high concentration induced a light cytotoxicity of 7%, 14% and 15%

respectively, as compared to the control. Cytotoxicity of NP30 was not concentration-

dependent with similar values at 1 and 10 mg.mL~'. The same results were obtained with the

co-culture.
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Figure 2. Effect of the silica NPs (1 and 10 mg.mL™) on cell viability in Caco-2 (A and C) and
co-culture Caco-2/HT29-MTX (B and D) after 2h exposure. Cell viability was determined by
an MTT assay (A and B) and cytotoxicity was determined by an LDH assay (C and D). Results
are expressed as percent of control medium (transport buffer without any NP) for cell viability
assay. For LDH activity, results were expressed as % of cytotoxicity. Data are means + SEM

from triplicate of 3 independent cultures. **p<0.01 and ***p<0.001 with respect to control.

Effect of nanoparticles on the intestinal permeability

Caco-2 and co-culture were exposed to silica NPs for 2h in TB and then, the permeability was
monitored by transepithelial electrical resistance (TEER) measurement (Figures 3A and 3B).
In co-culture model, the smallest NPs including NP70, NP30 and NP10 at 10 mg.mL! led to a
TEER decrease comprised between 10% and 30% of the control. The TEER drop was
exacerbated with the Caco-2 monolayer and especially in presence of NP30. A TEER decrease
of 27% and 61% was measured at 1 and 10 mg.mL~" of NP30, respectively. No effect of NP200
and E551 was obtained with the co-culture, whereas a TEER decrease of 9% and 20% was
observed with E551 at 1 and 10 mg.mL~" respectively in Caco-2 monolayer.

The paracellular transport of Lucifer-Yellow (LY) through the Caco-2 monolayer and the co-
culture was evaluated after 2h incubation with silica NPs (Figures 3C and 3D). NP30 and
NP10 at 10 mg.mL! facilitated the LY transport across the intestinal barrier in the two in vitro
models. The apparent permeability was 1.5-fold higher in the co-culture compared with the
control medium. No significant effect of NP200, NP70 and E551 was reported in both in vitro

models.
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Reversible effect of silica NPs on Caco-2 permeability

The TEER of the Caco-2 monolayer was monitored 22h after 2h exposure to NP30 at
10 mg.mL~! and Cytochalasin B (Cyt B) at 20 ug.mL~! (Figure 3E). As previously observed,
NP30 induced a significant TEER decrease. Cyt B also altered the TEER values at a lower
degree than NP30 at 10 mg.ml"! (34%). After Cyt B treatment, at least 4h were necessary for a
full TEER recovery. Regarding the NP30 treatment, TEER increased steadily over 22h to

finally reach the values of control.
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Figure 3. Effect of the silica NPs (1 and 10 mg.mL™) on cell permeability in Caco-2 (A and C)
and co-culture Caco-2/HT29-MTX (B and D) after 2h exposure. Cell permeability was
determined by TEER measurement (A and B) and assessment of Lucifer-Yellow paracellular
transport (C and D) ; data are means = SEM from triplicate of at least 4 independent cultures.

TEER monitoring of Caco-2 cells exposed to NP30 (10 mg.mL™~) and Cyt B (20 ug.mL™) (E) ;
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data are means = SEM from duplicate of at least 3 independent cultures. *p<0.05, **p<0.01

and ***p<0.001 with respect to control.

Uptake of silica NPs in Caco-2 cells and co-culture

The uptake of silica NPs in Caco-2 cells was determined after 2h exposure using fluorescent
NPs (Figure 4). At 37°C, 71% of NP30 were taken up by Caco-2 cells versus 18% for the
NP200 (p<0.01). At 4°C, only 4% of NP30 were adsorbed on Caco-2 cells as compared with
37°C (p<0.001) whereas no temperature effect was reported with NP200. The NP30 uptake in
the co-culture was tremendously reduced compared to the Caco-2 monolayer with only 27% of

detected particles (p<0.05).

$$
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Figure 4. Uptake of fluorescent silica NPs in Caco-2 cells or co-culture at 37°C or 4°C after
2h exposure. Data are means = SEM from triplicate of 3 independent cultures.

#p=<0.05 : Caco-2 30 nm at 37°C compared to co-culture 30 nm at 37°C.

38p<0.01 : Caco-2 200 nm at 37°C compared to Caco-2 30 nm at 37°C.

*¥*%p<0.001 : Caco-2 30 nm at 37°C compared to Caco-2 30 nm at 4°C.

197



Cellular oxidative stress and inflammatory response induced by silica NPs

The cellular oxidative stress was determined by the quantification of reactive oxygen species
(ROS) in Caco-2 and co-culture after incubation with silica NPs for 2h in TB (Figures SA and
5B). Except for NP200, silica nanoparticles induced a ROS production in both in vitro models
at 10 mg.mL~!. The increase of relative rate of ROS was comprised between 1.5 and 2.1 in the
Caco-2 monolayer. A similar effect was detected with the additive ES51.

The secretion of IL-6 and IL-8 was also evaluated by ELISA assay (Figures SC to SF). Only
NP10 at 10 mg.mL"! significantly increased the IL-6 secretion in the Caco-2 monolayer and
the co-culture. No secretion was measured for the other silica NPs except for NP30 at 1
mg.mL~! in Caco-2 model. Moreover, NP30 and NP10 induced a significant secretion of IL-8
at highest concentration in both models. The concentrations of pro-inflammatory cytokines
including IL-6 and IL-8 were approximately two times higher with the Caco-2 monolayer
compared with the co-culture. Release of IL-1a and IL-10 were also studied but not detected

whatever the treatment (data not shown).
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Figure 5. Effect of the silica NPs (1 and 10 mg.mL~) on ROS production in Caco-2 (A) and
Caco-2/HT29-MTX co-culture (B) after 2h exposure. Rate of ROS were expressed as versus
control. IL-6 (C and D) and IL-8 (E and F) secretion were determined by ELISA assay after
2h exposure of the silica NPs (I and 10 mg.mL™~) in Caco-2 model (C and E) or in co-culture

(D and F). IL secretions were reported to the amount of total proteins. Data are means = SEM
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from duplicate of 3 independent cultures. *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 with respect to

control. ND: non detectable.

Effect of silica NPs on tight junctions

Tight junction proteins in Caco-2 cells previously exposed to silica NPs and Cyt B were
quantified by western blotting (Figures 6A and 6B). Actin was used as the reference protein
and the control without any treatment was set at 1. The ZO-1 expression was similar to the
control for all the treatments. Claudin 2 expression was unchanged with NP30 and NP200, as
compared to the control medium.

The ZO-1 protein in the Caco-2 monolayer was also observed by confocal microscopy after 2h
incubation with silica NPs and Cyt B (Figures 6C to 6E). A continuous staining of ZO-1 was
observed after all the treatments. For each image, the width of fluorescent staining was
measured at different points (Figure 6I). Untreated cells were used as the control and set at 1.
Fluorescent labelling width was increased by 1.3-fold after treatment with NP30 at 10 mg.mL".
A 1.2-fold increase was reported with Cyt B. No significant effect of NP200 at 10 mg.mL~" on
the labelling width was observed (data not shown). Twenty-two hours after the end of the
treatments (Figures 6F to 6H) corresponding to the time necessary to the full TEER recovery,
the enlarging of ZO-1 staining bands was not observed anymore for NP30 and Cyt B with
widths equal to 90% of control values. Expression of Claudin 2 was also studied by confocal
microscopy (data not shown). No difference between control and silica NP treatment in the

expression and the localization of this protein was noticed.

200



Z0-1

Actin

Actin

Claudin 2

Control

NP30
10 mg.mL"

CytB
20 pg.mL"

of treatment

-

end of treatment

NP200 NP30 NP30 CytB
Control 10 mg.mL" 1 mgmL" 10 mg.mL" 20 pg.mL"
. - — s B | 195 kDa
— v — 46 kDa
NP200 NP30 NP30 CytB
Control 10 mg.mL" 1 mg.mL"'10 mg.mL" 20 pg.mL"!
46 kDa
e — — S 5 | 1),
After 2h 22h after the

Z0O-1 labelling width

=
©
bt
=
<]
1)
O
w
>
1)

)
)
<
=
©)
=
=)
=

-

£ 1.5-
S
S
2 0.51
0.0
2 o A =
- S = — = N
C e & =) o
- Z8 E B
- 2 =
Z 2
z Z
1.5
1.0
0.5
0.0 = - — -
e - = ST
2 2 E E E
S S b ch
=2 IEF 12
L = 5 &
- e} o~
“ 2
1.6 [ After 2h of treatment
3 22h after the end of treatment
1.44 -
.. W
1.24
10 s
0.84
0.6
Control NP30 CytB
10 mg,mL'I 20 ug.mL']



Figure 6. Changes in relative expression of ZO-1 (A) and Claudin 2 (B) after 2h exposure to
silica NPs (10 mg.mL™) or Cyt B (20 ug.mL™) in Caco-2 cells. Data are means = SEM from 3
independent cultures. ZO-1 immunostaining in Caco-2 cells after 2h incubation with TB (C),
NP30 (10 mg.mL™~) (D) and Cyt B (20 ug.mL™) (E) or 22h afier the end of the treatment (F, G
and H). Representative image of 3 independent cultures. ZO-1 labelling width (I) was
expressed as versus control. Data are means = SEM from at least 20 points per image of 3

independent cultures. *p<0.05 and ***p<0.001 with respect to control.

Effect of silica NPs on actin cytoskeleton

Actin cytoskeleton of Caco-2 cells was labelled and observed by confocal microscopy after
treatments with silica NPs and Cyt B (Figure 7). In contrast to NP200, NP30 at 10 mg.mL"!
and Cyt B led to a total disruption of actin filaments after 2h incubation. De novo actin filaments

were identified 22 h after the end of the treatments.

202



After 2h of 22h after the
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Control
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Figure 7. Actin staining in Caco-2 cells after 2h incubation with TB (4), NP200 (10 mg.mL")
(C), NP30 (10 mg.mL™") (E) and Cyt B (20 ug.mL™") (G) and 22h afier the end of the treatment

(B, D, F and H) . Representative image of 3 independent cultures.
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DISCUSSION

Silica NPs were physically stable in TB after 2h incubation. This stability conferred by the
negative surface charge of silica nanoparticles in TB allowed considering the size effect of NPs
during the in vitro experiments. The high polydispersity index of the additive E551 suggests a
wide size distribution of silica particles. The 2h duration corresponds to the mean residence
time of components administered by the oral route in the major absorbing segments of the small
intestine including jejunum and ileum (Billat et al., 2017). NP30 and NP10 at 10 mg.mL!
increased the LY paracellular transport across the Caco-2 and Caco-2/HT29-MTX cultures after
2h treatment. Silica NPs with sizes comprised between 10 nm and 70 nm induced a TEER drop
in both in vitro models in a concentration- and size-dependent manner, whereas no effect was
observed with NP200. The TEER values in the Caco-2 monolayer were around 2-fold lower
with NP30 compared with NP10 and NP70, suggesting a target size in the modulation of the
intestinal permeability. Additive E551 induced also a TEER decrease in the Caco-2 monolayer,
while no effect was detected with the Caco-2/HT29-MTX model. In addition, the effects of
NP30 on the TEER were significantly reduced with the co-culture, presumably due to the mucus
layer as compared to the Caco-2 monolayer. This result was in accordance with the cell uptake
studies which revealed a tremendous difference in the NP30 internalization between the two in
vitro models. After 2h exposure at 37°C, 71% and 27% of NP30 added in the donor
compartment were detected in the Caco-2 and Caco-2/HT29-MTX cultures, respectively. When
incubation was performed at 4°C, only 4% of NP30 were in contact with the Caco-2 monolayer,
demonstrating the intracellular location of the majority of NP30 at 37°C. These results
emphasize the protective effect of mucus which reduces the accessibility of epithelial cells for
the NP30, thus limiting the TEER drop. This was consistent with the permeability results
observed with the additive E5S51. The large size distribution of the ES51 suggests the presence

of a few small particles which could affect in the same way the Caco-2 monolayer permeability.
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The effect was fully inhibited by the presence of the mucus in the co-culture. No mucus effect
was detected with NP200 due to the lack of internalization in epithelial cells. This was
consistent with previous findings that showed a low uptake of 150 nm silica NPs in Caco-2 cell-
lines and could explain the lack of intestinal modulation with NP200 (Ye et al., 2017).

NPs were incubated with epithelial cells at non-cytotoxic concentrations as demonstrated using
two complementary studies. MTT assays revealed that at least 80% of cells were still viable
after 2h exposure. Additionally, the low LDH release observed with the Caco-2 monolayer after
the NP30-incubation was not concentration-dependent in contrast to the permeability
modulation. No LDH release was observed with NP10 whereas a TEER decrease was
measured. In the lack of cytotoxic effects, modulation of paracellular permeability is often
caused by a dysfunction of tight junctions (TJ) (Lemmer and Hamman, 2013). TJ are composed
of transmembrane proteins such as claudins, and occludins and cytoplasmic proteins (ZO-1,
Z0-2 and Z0O-3). The ZO protein relies the transmembrane proteins to actin cytoskeleton. This
multiprotein network limits the intracellular space dimensions which do not exceed 50
Angstroms, preventing the passage of large compounds (Kirby and Linklater, 2016). NPs can
affect directly the TJ by modulating the intracellular signal transduction or indirectly by
inducing oxidative stress and/or inflammation (Lee, 2015; Rao, 2008).

Li et al. showed that gold NPs characterized by a mean diameter of 150 nm modulated the
Blood Brain Barrier permeability in mice (C.-H. Li et al., 2015). By inhibiting the PKCC protein
kinase isoform, gold NPs reduced the threonine phosphorylation of occludin and ZO-I.
Disassembly and degradation of TJ in endothelial cells were then observed. However, TJ
protein downregulation was not observed with the same gold NPs in Caco-2 and HCT116
epithelial cells, suggesting a cell-dependent mechanism. This was consistent with our findings
which revealed that ZO-1 and Claudin 2 expressions were not significantly affected after

treatment with NP30 despite the paracellular permeability increase.
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Oxidative stress was detected in both Caco-2 monolayer and co-culture in a concentration-
dependent manner after 2h incubation with the additive and all the nanoparticles. These findings
were consistent with the work of Christen et al. which showed a ROS activity after incubation
of silica NPs in human hepatoma cells (Christen et al., 2014). A relationship between the
oxidative stress induced by NPs and the TJ dysfunction in the blood-brain barrier was reported
(Liu et al., 2017). ROS including superoxide, hydrogen peroxide and hydroxyl radicals may
disrupt either directly the ZO-1/occludin complex or indirectly after rearrangement of actin
cytoskeleton due to protein modifications by thiol oxidation and tyrosine phosphorylation (Rao,
2008). However, our results showed that the oxidative stress was not correlated with the
permeability modulation. ROS activity levels were in the same range for all the tested NPs
while, only NP30 followed by NP10 and NP70 induced a significant TEER drop.

Inflammatory response was observed in mono-and co-cultures after some NP treatments. Only
NP10 induced the IL-6 release in the two in vifro models. Suzuku et al. showed that IL 6
increases the paracellular permeability of the intestinal epithelium by regulating the Claudin 2
expression involved in the well-known “pore” pathway of paracellular flux (Suzuki et al.,
2011b; Weber, 2012). However, this mechanism does not explain the strong TEER drop
induced by the NP30. By contrast, both NP10 and NP30 involved in the intestinal permeability
modulations triggered the IL-8 release by epithelial cells in a concentration-dependent manner.
No IL-8 was detected with the other sizes of NPs. The interleukin concentrations were two
times higher in the Caco-2 monolayer compared with the co-culture, confirming the protective
effect of mucus as previously discussed. IL-8 secretion by Caco-2 cell lines was also reported
by Tarantini et al. after incubation of silica nanoparticle when their size was 20 nm by
transmission electron microscopy (TEM) and 53 nm by dynamic light scattering (DLS)
(Tarantini et al., 2015). In the same study, no cytokine secretion was observed with silica NPs

with a hydrodynamic diameter of 123 nm. IL-8 released from infected human dermal
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microvascular endothelial cell lines increased the paracellular transport across the monolayer.
IL-8 was responsible for the disorganization of actin structures and the displacement of
occludins in the cytoplasm (Talavera et al., 2004). However, in the present study, no modulation
of the permeability of the Caco-2 monolayer was observed after addition of recombinant IL-8
(data not shown). This result discards the hypothesis of a direct correlation between the
inflammatory response and the intestinal permeability.

Considering that the oxidative stress and the inflammatory response were not directly
corroborated with the enhanced permeability of the intestinal barrier, the direct interaction of
NP30 on the actin cytoskeleton was investigated using only the Caco-2 cell lines, exhibiting a
high TJ expression compared with the HT29-MTX (Kleiveland, 2015). Many findings
demonstrated the role of the actin cytoskeleton in the epithelial permeability (Rodgers and
Fanning, 2011) as well as the cytoskeleton disruption induced by NP cell uptake
(Ispanixtlahuatl-Meraz et al., 2018). The NP30 effects were compared to Cyt B, a fungal toxin
well-known to disrupt the actin microfilaments and to increase the epithelial permeability '°.
Interestingly, a permeability drop and a TEER recovery were observed after treatment with Cyt
B at 20 pg.mL~! and NP30 at 10mg.mL'. The reversible effect of the cytochalasin D (Cyt D)
on the permeability modulation of MDCK monolayers was previously reported by Stevenson
et al. (Stevenson and Begg, 1994). Disruption of actin microfilaments in Caco-2 cells was
observed by confocal microscopy after NP30 and Cyt B treatments while, no effect was
observed with NP200. Surprisingly, the expression of ZO-1 assessed by western blotting was
not affected by both NP30 and Cyt B despite the paracellular permeability modulation. This
finding was confirmed by immunofluorescence studies which showed a continuous labelling of
ZO-1 at the cell surface. However, both NP30 in a concentration-dependent manner and Cyt B
increased the width of the ZO-1 band compared with the “no treatment” control and the NP200.

The band enlarging was not visible anymore 22h after the treatments, corresponding to the time
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necessary to the complete TEER recovery. This observation suggests a relaxation of TJ network
due to the anchorage loss with the actin cytoskeleton and may explain the intestinal permeability
increase. The hypothesis was supported by Van Itallie ef al. who stated ZO-1 stabilizes the
tight junction barrier by coupling to the perijunctionnal actin (Van Itallie et al., 2009). In
addition, Madara et al. demonstrated that the filamentous structure condensation in presence of
Cyt D induced the widening of spaces between enterocytes and increased the intestinal

permeability (Madara et al., 1987, 1986).

CONCLUSION

In conclusion, silica NPs exposed to in vitro models of intestinal barrier induced oxidative stress
as well as an inflammatory response for the smallest NPs. A size- and concentration-dependent
modulation of the intestinal permeability was observed in presence of NPs in both in vitro
models. The highest modulation was observed with small NPs, especially NP30. E551 additive
also decreased the TEER values in the Caco-2 monolayer. The large size distribution of the
food additive suggests the presence of a small NP ratio which could affect the intestinal
permeability. By limiting the cell internalization of small silica NPs, mucus reduced even
prevented in the case of the E551, the TEER drop in the co-culture. In addition, pro-
inflammatory cytokine secretion and oxidative stress were also lower in the co-culture. Thus,
the protective role of mucus has to take into account for a relevant estimation of the oral
nanotoxicity. TEER recovery was obtained within 22h following the treatment, suggesting a
reversible effect of NPs. The increase of the intestinal permeability by the NPs was explained
by the disruption of the actin cytoskeleton, altering the ZO-actin binding involved in the
stability of TJ network. This hypothesis was supported by the enlarging of ZO-1 bands,
suggesting the dilatation of spaces between epithelial cells as well as by the concomitant

recovery of actin filaments and TEER values. In addition, no modification of Claudin 2 and
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Z0-1 expressions was observed, discarding the hypothesis of a TJ dysregulation. This work
emphasizes the potential risk of small silica NPs administered by the oral route. It demonstrates
that the toxicity of the E551 is clearly dependent of the nanoparticle/microparticle ratio that can

vary according to the batch and the manufacturer.

EXPERIMENTAL SECTION

Chemicals and reagents

Silica NPs (plain sicastar®) were purchased from Micromod Partikeltechnologie GmbH
(Rostock, Germany). Caco-2 cells were provided from the American Type Culture Collection
(ATCC) at passage 47 and HT29-MTX cell line were kindly provided by Dr. Thécla Lesuffleur
from INSERM UMR S 938 in Paris, France, at passage 13. All the cell culture reagents were
purchased from Fisher Scientific (Illkirch, France). Other chemicals used in our experiments
were from Sigma Aldrich (Steinheim, Germany), unless stated otherwise. A transport buffer
(TB) consisting in 25 mM D-(+)-glucose, 10 mM HEPES in Hank’s Balanced Salt Solution

with Ca2+ and Mg2+ pH 7.4 was used for all experiments.

Physicochemical characterization of silica nanoparticles

Size and zeta potential of silica nanoparticles were characterized using a ZetaSizer Nano-ZS90
(Malvern). Average hydrodynamic diameters and PDI were determined by dynamic light
scattering at 25°C after dilutions in TB. Zeta potential measurements were performed by laser

Doppler electrophoresis at 25°C at a final concentration of 1 mg.mL"!.
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Physical stability of silica NPs in culture medium
The physical stability of NPs was assessed at 37°C in TB. NP suspensions at a concentration of
1 mg.mL~!" were prepared. Hydrodynamic diameters, PDI and zeta potential were measured

before and after 2h incubation.

Caco-2/HT29-MTX co-culture in Transwell®

Caco-2 and HT29-MTX cells were cultivated in 25 cm? flasks during 2 passages after thawing
in Dulbecco’s Modified Eagle Medium Gluta-Max containing 15% fetal bovine serum, 1% non-
essential amino-acids and 100 pg.mL~! streptomycin/100 ULmL™! penicillin. Cells were then
cultured in Transwell®-24 well 0.33 cm? permeable support with a polycarbonate membrane.
Caco-2 were seeded at day 0 at 5 000 cells per insert and HT29-MTX were seeded at day 5 at

10 000 cells per insert. The Transwell® supports were used at day 21.

Cytotoxic assay

MTT assay
The evaluation of the cell viability was assessed using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) method. Cell cultures in Transwell® support were
incubated with NPs at 1 and 10 mg.mL™" for 2h. Cells were washed twice with PBS and
incubated with MTT (0.5 mg.mL"") for 2h at 37 °C. The formazan crystals were then dissolved
in DMSO. The supernatants were transferred in a 96-well plate and the absorbance was
measured at 570 nm with a microplate reader (Synergy HT BioTek).

LDH assay

The cytotoxicity of silica NPs was also determined using the Pierce LDH cytotoxicity assay kit
(ThermoScientific). Briefly, cells in Transwell® support were incubated 2h with silica NPs and

the apical and basolateral media were collected. Fifty microliters of substrate LDH mixture
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were added to 50 pLL. medium and incubated 30 min at room temperature. The absorbance was
measured at 490 nm and 680 nm with a microplate reader (Synergy HT BioTek). The
percentage of cytotoxicity was calculated by relating the LDH activity generated by cells treated
with NPs and the maximum LDH activity. To determine the maximum of LDH activity, lysis

buffer was previously added in wells without any treatment during 45 min.

Permeability studies

Transepithelial electrical resistance (TEER)
TEER measurement was carried out before and after 2h incubation with NPs using the Millicell
Electrical Resistance System (Millipore). For TEER recovery monitoring, cells were washed
twice with PBS after 2h incubation and TB containing NPs or Cyt B (20 pg.mL~") were replaced
by fresh complete medium culture. The TEER was then monitored for 22h at different time
points.

Paracellular permeability
After incubation of the Caco-2 monolayer and the co-culture with NPs, LY was added at a
concentration of 50 pg.mL~! in the apical compartment. After 2h incubation, the LY
concentration in the acceptor compartment was then assessed by fluorescence. Aexcitation and

Aemission were 405 nm and 535 nm, respectively. The apparent permeability of LY was then

aQ

calculated according to the following Equation (1): Py, = % (1)
0

dQydt is the flux with O, the amount of molecules transported over time ¢ of the incubation, 4
is the surface area of the polycarbonate membrane (0.33 cm2), and Cy is the initial concentration

in the donor compartment.
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Uptake of silica NPs

Cells in Transwell® insert were incubated 2h at 37 °C or 4 °C with fluorescent silica NPs at
1 mg.mL~!. Caco-2 cells were washed three times with PBS and then lysed with NaOH 0.1N.
Samples were transferred in black 96-well plate. Fluorescence was immediately measured
using a microplate reader. Aexcitation and Aemission Were 569 nm and 585 nm, respectively. The
percentage of NPs uptake was determined in relation to a standard curve prepared by successive

dilutions of fluorescent NPs.

ROS production

The ROS production was assessed using the ROS-Glo H>O; assay kit (Promega). In brief, cells
were incubated 2h with NPs or H2O2 Reagent in the apical compartment. The supernatant was
collected and incubated for 20 min at room temperature with ROS-Glo detection solution. The

relative luminescence was then recorded.

Cytokine production

The levels of interleukin IL-6 and IL-8 were assessed in pooled apical and basolateral
supernatants. IL-6 human ELISA high sensitivity kit and IL-8 human ELISA kit (Life
Technologies-ThermoFisher) were used according to the manufacturer’s instruction. Protein

concentrations were determined by Micro BCA Protein Assay (ThermoScientific).

Western blotting

For western blotting analysis, Caco-2 were incubated with NPs during 2h, washed three times
with PBS, and then lysed on ice in RIPA lysis buffer. Lysed samples were centrifuged at
20 000g at 4°C for 15 min. Proteins were quantified by Micro BCA assay, separated on a 12.5%

polyacrylamide gel and transferred on a PVDF membrane. Membranes were blocked in 5%
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nonfat milk in TBS-Tween 0.1% during 1h, and then incubated with primary antibodies (1:1000
for ZO-1 (Abcam ab216880) and 1:1000 Claudin 2 (Abcam ab53032)) overnight at 4°C. This
was followed by a 1h-incubation with secondary antibodies HRP goat anti Rabbit (1:1000) (BD
Biosciences 554021). Blots were washed three times in PBS-Tween 0.1% after the incubations
with primary and secondary antibodies. Bands were detected using Clarity™ Western ECL and

quantified with Image Lab software (BioRad).

Fluorescent staining

Immunostaining of ZO-1
After 2h incubation with NPs, Caco-2 cells in Transwell® support were washed twice with PBS
and then fixed with cold methanol during 5 min. Blocking buffer containing 1% BSA and 22.5
mg.mL-! glycine in PBS-Tween 0.1% was added to Caco-2 cells during 30 minutes. ZO-1
protein was labelled with Rabbit anti-ZO1 tight junction protein antibody (Abcam ab216880)
at 5 ug.mL~! during 1 h at room temperature in humid chamber. Cells were washed three times
with PBS-Tween 0.1%. This was followed by a 1h incubation with the secondary antibody goat
anti-rabbit IgG H&L (Alexafluor 488) (Abcam ab150077). Caco-2 cells were washed three
times with PBS-Tween 0.1%. The membrane of Transwell® inserts was removed and sealed
using DAKO fluorescent mounting medium. Slides were analyzed with a confocal microscope
Zeiss LSM 800 AiryScan (DImaCell platform, Besancon).

Staining of actin
Caco-2 cells were seeded in chamber-slide at 12 000 cells per well. After 2h incubation with
TB, NP200, NP30 at 10 mg.mL~!, Cyt B at 20 pg.mL"! or 22h after recovery, Caco-2 cells were
washed twice with PBS and then fixed with 3.7% PFA during 15 min at room temperature.
Cells were first permeabilized with 1% Triton X-100 during 10 min under gentle agitation.

Actin was labelled with 150 nM Acti-stain 488 phalloidin (Cytoskeleton, Inc. PHDG1-A) for
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45 min at room temperature in humid chamber. Cells were washed twice with PBS. This was
followed by a 1 min-incubation with DAPI. Caco-2 cells were washed twice with PBS. The
chamber-slide were sealed using DAKO fluorescescent mounting medium. Slides were

analyzed with a confocal microscope Zeiss LSM 800 AiryScan (DImaCell platform, Besancon).

Statistics
All data are means = SEM. Comparisons between the experimental groups and control were
performed by one-way ANOVA analysis and the Holm Sidak test (Sigmastat software). A

difference was considered significant at p < 0.05.
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L’utilisation des NPs est en progression exponentielle et tous les secteurs industriels ou
presque sont concernés. En raison de leur taille nanométrique, les NPs posseédent des propriétés
physico-chimiques uniques qui différent totalement des matériaux conventionnels et qui font
tout leur attrait. Cependant, ces caractéristiques particulieres soulévent de nombreuses
questions car les nanomatériaux pourraient davantage interagir avec |’environnement
biologique, étre plus toxiques ou passer plus facilement les barriéres physiologiques. Ainsi, les
risques posés par ces nouveaux systemes doivent étre identifiés. Ce travail de thése combine
des approches classiques de biologie cellulaire (test de viabilité cellulaire, activité enzymatique
et dosages ELISA) et des modeles cellulaires adaptés afin d’étudier la toxicité des NPs, isoler
certains facteurs pouvant €étre associés a la nanotoxicité et comprendre les mécanismes
impliqués. Le travail est divisé en deux parties, la premiere s’intéressant aux effets sur la
fonction hépatique des NPs de PLGA et de silice et la seconde, se focalisant sur les effets sur
la barriere intestinale des NPs de silice. Les NPs de PLGA sont principalement employées
comme vecteurs pharmaceutiques et les NPs de silice ont une utilisation majoritairement

orientée vers I’industrie pharmaceutique et agroalimentaire.

I. TOXICITE HEPATIQUE
1. Méthodologie

Les caractéristiques physico-chimiques (taille, charge de surface, composition) des NPs
sont des facteurs de toxicité extrémement importants. Les NPs de PLGA et la silice ont été
choisies dans cette étude pour plusieurs raisons. Du fait des propriétés biocompatibles du
polymeére PLGA, I’évaluation de la toxicité des NPs de PLGA permettra de mieux appréhender
I’effet de la forme nanoparticulaire et des caractéristiques physico-chimiques. Au regard de la
littérature, les NPs inorganiques sont généralement plus toxiques que les organiques. La
comparaison des deux types de NPs mettra en avant I’influence de la composition sur la

nanotoxicité.

Dans le cadre des ¢tudes de nanotoxicité, le choix des concentrations ou doses ainsi que

les durées d’incubation ou de traitement sont également deux facteurs a ne pas négliger.

Pour notre premiére étude concernant 1’hépatotoxicité des NPs, nous avons choisi

d’exposer les cellules a des concentrations croissantes de NPs comprises entre 0,1 et 1 mg/mL.
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Ces valeurs correspondent a celles fréquemment utilisées dans les études in vitro décrites dans
la littérature (Almutary et al., 2017 ; Haji Mansor et al., 2018 ; Xiong et al., 2013). La dose de
5 mg administrée aux animaux dans cette méme étude correspond également aux valeurs
indiquées dans de nombreuses études in vivo (Householder ef al., 2015 ; Tiwari et al., 2011 ;
Xu et al.,2019). Les concentrations utilisées pour les NPs de PEI ont ét¢ divisées par un facteur
10 en raison de la toxicité parfaitement connue du PEI et qui a été confirmée dans les études
préliminaires que nous avons réalisées (Andronescu and Grumezescu, 2017 ; Florea et al.,
2002). Le potentiel Zeta positif des NPs recouvertes de PEI promeut les interactions avec les
charges négatives de la membrane cellulaire et facilite par conséquent leur internalisation (Pillai

etal., 2015).

Selon les recommandations de I’Agence européenne des médicaments (EMA), pour
mener des ¢tudes d’interactions médicamenteuses et de mesure d’activité enzymatique des
CYP-dépendante, les hépatocytes humains en culture, frais ou apreés cryopréservation sont
considérés comme le modele de référence dans les études in vitro. Ils possedent des fonctions
et un phénotype tres similaires a ceux de leurs homologues in vivo. Par ailleurs, les incubations
doivent étre effectuées avec I’addition quotidienne du xénobiotique a tester et ce, pendant trois
jours (European Medicines Agency, 2012). Nous avons donc choisi de travailler avec des

cultures primaires d’hépatocytes, en particulier humains, en renouvelant le traitement toutes les

24h pendant 72h.
2. Résultats

L’EMA recommande d’étudier en particulier trois isoformes de CYP, les CYP1A2, 2B6
et 3A4, dans les études de toxicologie (European Medicines Agency, 2012). Ils représentent a
eux seuls plus de 50% des cytochromes P450 exprimés au niveau du foie humain et sont
impliqués dans le métabolisme de plus de la moiti¢ des médicaments. Le CYP3A4 est
I’isoforme la plus exprimée et la plus impliquée dans le métabolisme des xénobiotiques. Le
CYP2B6, plus minoritaire, présente néanmoins un intérét tout particulier en toxicologie car il
métabolise en plus de certaines molécules pharmaceutiques, des composés présents dans notre
environnement. Le CYP1A2 est particuliecrement intéressant car il catalyse un trés grand
nombre de substrats ; il est d’ailleurs impliqué dans le métabolisme de plusieurs grandes classes
de molécules a visée thérapeutique. L’induction du CYP1A2 passe par le récepteur Ah,
contrairement aux CYP2B6 et 3A4 qui passent par les récepteurs PXR et CAR (Zanger and
Schwab, 2013).
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D’apres nos résultats, la toxicit¢ des NPs de PLGA au niveau hépatique se traduit
principalement par une modification de I’activité de ces CYPs. Cette modulation est due aux
propriétés physico-chimiques des NPs et notamment leur composition (organique vs
inorganique). Au regard des résultats obtenus sur I’activit¢ du CYP3A chez I’Homme, la taille
des NPs semble également étre un facteur influencant la toxicité, les NPs les plus larges
modulant davantage ’activité du CYP. Nos résultats soulévent également 1’importance du
phénoméne d’opsonisation car les NPs de PLGA recouvertes de protéines modulent 1’activité
de tous les CYP étudiés. Par ailleurs, nous avons également mis en avant des différences
significatives dans la modulation de I’activité¢ des CYP en fonction de 1’isoforme et de I’espece
considérées. Les NPs de PLGA sont principalement destinées a transporter des substances
actives. Il est donc important de prendre en considération, I’impact de la NP vide car, si a elle
seule, elle induit une modification de I’activité des enzymes de détoxification, elle pourrait aussi
modifier le métabolisme de la substance qu’elle transporte avec les effets potentiellement

dangereux pour la santé de 1’individu traité que cela implique.

De nombreuses études in vitro et in vivo ont par ailleurs montré que ces isoformes de
CYPs peuvent étre modulées par des NPs. Cependant, les mécanismes impliqués dans la
modulation de I’activité des CYP sont relativement peu connus et décrits. Quelques hypothéses
ont été apportées parmi lesquelles la perturbation du transfert des électrons impliqués dans les
réactions d’oxydation du CYP (Lamb et al., 2010), la modification de la structure des CYP par
fixation des NPs sur des sites autres que le site catalytique de 1’enzyme entrainant une
modification de son activité (Frohlich ez al., 2010), un mécanisme d’inhibition compétitive dans
lequel une NP se fixerait sur le site catalytique de 1’enzyme (Frohlich ef al., 2010 ; Lamb et al.,
2010), ou la modulation de l'activit¢ du CYP via l'activation de la voie NF-kB (Tang et al.,
2018).

3. Perspectives

Le foie est un tissu complexe au sein duquel les hépatocytes interagissent avec de
nombreux types cellulaires. En fonction de leur taille, les NPs ¢liminées par la voie
hépatobiliaire peuvent tre prises en charge par les hépatocytes ou les cellules Kupffer. Les
hépatocytes prennent notamment en charge les petites NPs capables de pénétrer dans 1’espace
de Disse ou les NPs furtives qui ont échappé a la reconnaissance du systéme réticulo-
endothélial. Les cellules de Kupffer possédent un taux d’internalisation des NPs bien supérieur

a celui des hépatocytes et sont fortement impliquées dans le mécanisme d’élimination des NPs
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administrées par voie systémique (Park ef al., 2016). Cependant, elles ne sont pas impliquées
directement dans la fonction de détoxification du foie mais pourraient I’altérer de fagon
indirecte en induisant une réponse immunitaire locale. Il serait donc intéressant de déterminer
si la réponse métabolique des hépatocytes est identique en présence de cellules de Kupffer. Une
coculture hépatocytes/cellules de Kupffer pourrait ainsi apporter des réponses quant a I’impact
des cytokines et des médiateurs pro- et anti-inflammatoires sécrétés par les macrophages

hépatiques sur I’activité des hépatocytes.

Le devenir des NPs au sein de la cellule a travers 1’é¢tude des mécanismes cellulaires
d’¢limination est mal connu : étudier les mécanismes d’efflux impliqués dans I’excrétion des
NPs au niveau de I’hépatocyte pourrait s’avérer intéressant. En utilisant des marqueurs
fluorescents et des inhibiteurs spécifiques des protéines de transport, nous serions en capacité
de déterminer les transporteurs nécessaires a 1’efflux des NPs et si ceux-ci different en fonction
des propriétés physico-chimiques des NPs. Répondre a ces questions nous permettrait de

déterminer en partie le potentiel de bioaccumulation des NPs.

Malgré les inconvénients et les questions éthiques que souléve I’expérimentation animale,
une approche in vivo permet notamment d’étre davantage en adéquation avec les durées et les
voies réelles d’exposition de la population aux NPs, d’intégrer I’ensemble du métabolisme, peut
faciliter I’évaluation des effets des xénobiotiques sur plusieurs organes a la fois mais aussi les

interactions entre organes, et est plus proche de la clinique.

Les rongeurs de laboratoire sont largement utilisés dans les études de toxicité. Cependant,
les études in vivo posent de nombreux problémes relatifs a 1’éthique, sont plus coliteuses que
les études in vitro et les résultats obtenus doivent étre extrapolés a I’Homme. Or, sur une vaste
base de données de plus de 3 000 médicaments contenant des données a la fois sur 'animal et
sur 'Homme, il a ét¢ montré que 1'absence de toxicité chez les animaux ne prouve pas de fagon
irréfutable une innocuité chez I'Homme. Ces différences inter-especes sont d’autant plus

importantes sur certaines classes de médicaments (Bailey et al., 2015).

Ces différents problémes conduisent les toxicologues a développer des modéles in vitro
complémentaires a I’expérimentation animale. Khetani ef al. ont montré qu’un mode¢le dans
lequel des hépatocytes sont mis en culture avec des cellules stromales fournit une meilleure
modélisation de l'expression des génes du métabolisme et de 1'action des médicaments que dans

les cultures cellulaires conventionnelles (Khetani and Bhatia, 2008). Un autre modéle de
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coculture prometteur est celui combinant des hépatocytes et des cellules de Kupffer cultivées
sous forme de sphéroides (Messner et al., 2013). Malgré des colts et des contraintes techniques
plus importants imposés par ces modeles plus complexes, leur utilisation devrait permettre
d’apporter davantage de données relatives aux mécanismes de toxicité et aider a prédire avec
plus de précision et de certitude, la toxicité des NPs et des autres xénobiotiques chez I’Homme.
Khetani et al. ont par exemple montré que l'utilisation de modeles de co-culture
hépatocytes/cellules stromales dont le phénotype est stable pendant plusieurs semaines
permettait de mieux prédire I'atteinte hépatique de 35 molécules comparés aux cultures a court-

terme d’hépatocytes (Khetani ef al., 2013).
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II. TOXICITE INTESTINALE
1. Méthodologie

Concernant la seconde étude, les concentrations en NPs de silice choisies sont en accord
avec les données de la littérature. Nous avons choisi d’exposer pendant 2h les entérocytes aux
NPs, durée qui correspond approximativement au temps de transit chez I’ Homme (Billat et al.,

2017)

Le premier modele cellulaire de barricre intestinale que nous avons utilisé est le modele
Caco-2. Ce modele est défini comme le gold standard pour les études prédictives de
perméabilité et de transport de molécules a travers 1’épithélium intestinal. Initialement utilisé
en pharmacologie pour étudier le transport de molécules a travers I’épithélium intestinal, cette
lignée cellulaire est également utilisée en toxicologie pour étudier I’impact des NPs sur la paroi
intestinale (Koeneman et al., 2010 ; Tarantini et al., 2015 ; van Breemen and Li, 2005 ; Wang

et al., 2000).

Aprées environ trois semaines de culture, les cellules sont complétement différenciées,
polarisées, les jonctions cellulaires assurant 1’intégrité de I’épithélium sont parfaitement
¢tablies. Ainsi ce modele monocellulaire représentatif d’un épithélium composé d’entérocytes
est le plus simple. Cependant, il présente certaines limites telles que 1’absence de sécrétion de
mucus, une trop forte densité de jonctions serrées et une expression trop importante de la P-gp
(Béduneau et al., 2014). Ces facteurs peuvent induire une sous-estimation de la perméabilité.
Afin de pallier les lacunes de ce premier modele, nous avons également choisi d’utiliser un
second modele associant des cellules HT29-MTX sécrétrices de mucus aux cellules Caco-2.
Les cellules HT29-MTX sont capables de sécréter du mucus, sont dépourvues de P-gp et
expriment faiblement les jonctions serrées (Hilgendorf et al., 2000). Ainsi, ce modéle de
coculture présente apres différenciation des cellules des caractéristiques plus proches de celles
identifiées in vivo et notamment la présence d’une couche de mucus a la surface des cellules
ainsi qu’une densité de jonctions serrées et une expression de la P-gp plus modérée. Les cellules
expriment plus faiblement les jonctions cellulaires, ceci explique pourquoi I’épithélium de la
coculture est moins jointif et présente donc un TEER plus faible que celui de la monocouche
de cellules Caco-2. Par ailleurs, le ratio entre le nombre de cellules Caco-2 et HT29-MTX lors
de I’ensemencement ainsi que le délai entre I’ensemencement du premier type cellulaire par

rapport au second sont deux facteurs déterminant les propriétés de la barriére intestinale in vitro.
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2. Résultats

Aprées exposition aux NPs, la perméabilité de la coculture est augmentée mais de fagon
moins conséquente que dans le modele Caco-2. L hypothese la plus probable expliquant cette
différence est la présence de mucus dans le modele de coculture. En fonction des
caractéristiques des NPs et plus particulicrement de leur charge et de leur taille, celles-ci
peuvent interagir avec la couche de mucus et s’y adsorber limitant drastiquement les
interactions avec 1’épithélium (Mercier-Bonin et al., 2016 ; Ponchel and Irache, 1998). L’effet
des NPs dans le modele de coculture n’est cependant pas totalement inhibé par le mucus. En
effet, les plus petites NPs impactent significativement la perméabilité. Ceci peut s’expliquer par
le fait que la rhéologie et la composition du mucus favorisent la rétention des agrégats et des
plus grosses particules notamment laissant seulement les plus petites particules interagir avec

1’épithélium.

En plus de modifier la perméabilité de la barriére intestinale, la consommation prolongée
de particules minérales pourrait altérer les fonctions d’absorption de ’intestin. Les données
obtenues apreés exposition d’entérocytes a des NPs de SiO, de 30 nm attestent d’une
modification significative de I’absorption de différents minéraux tels que le zinc et le fer (Guo
et al., 2018). Les NPs modulent I’expression de différents génes impliqués dans le transport de
ces minéraux. L’absorption de glucose et de lipides est également impactée par les NPs de SiO».
L’expression du gene GLUT?2 est augmentée significativement aprés une exposition aigué (Guo
et al., 2018). Mahler et al. ont également montré dans un modele in vitro d’épithélium intestinal
qu’apres exposition a des NPs de polystyréne, I’absorption de fer est réduite (Mahler et al.,
2012). L’absorption des lipides ou des sucres pourrait &tre aussi en partie altérée par la fixation

de ces molécules sur les NPs (Monopoli et al., 2012).

Selon les données de I’EFSA, 1’exposition journaliére au SiO; serait estimée entre 0,3 et
0,8 mg par kg et par jour ce qui correspond a une dose d’environ 20 a 50 mg chez un adulte de
60 kg (Becker et al., 2004). En choisissant la dose d’exposition journaliere la plus élevée, en
considérant que celle-ci se répartit uniformément sur I’ensemble de 1’intestin et que la surface
des intestins est équivalente a environ 250 m? (Helander and Féndriks, 2014), nous pouvons
calculer une dose trés théorique de 0,2 pg/cm? de NPs de silice. En paralléle, les doses que nous
avons choisi d’utiliser sont des centaines de fois plus élevées comparées a la dose estimée par
I’EFSA. Cependant, en toxicologie, I'utilisation de tres fortes doses est une stratégie nécessaire

afin d’identifier les doses toxiques et ainsi comparer la toxicité des matériaux sous forme
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nanoparticulaire les uns par rapport aux autres. En raison des phénoménes d’agrégation, de
sédimentation et d’instabilité physique, les NPs pourraient présenter des effets et des cinétiques
de toxicité différents comparés aux toxiques chimiques conventionnels dont la toxicité est

intimement liée a la concentration ou la dose d’exposition.

La dose d’exposition choisie pour les NPs de silice pourrait correspondre a une exposition
aigué€ apres consommation d’un produit contenant une forte proportion d’additif. Elle pourrait
aussi correspondre a celle constatée apres une phase d’accumulation dans le tissu. En effet,
I’exposition aux additifs alimentaires sous forme nanoparticulaire se fait quotidiennement tout
au long de notre vie et il a été montré qu’ils peuvent localement s’accumuler. La quantité de
TiO2 et de silicate d’aluminium mesurée dans les plaques de Peyer augmente avec 1’age des

individus (Hummel et al., 2014).

Les NPs de silice ont été incubées avec les cellules Caco-2 dans un tampon ne contenant
pas de sérum afin de ne pas déstabiliser les NPs et de pouvoir déterminer de fagcon plus précise,
I’influence du facteur taille sur la barricre intestinale. Lors du passage au travers de la barriére,
il est probable que les NPs de silice soient recouvertes de macromolécules biologiques
(Monopoli et al., 2012). De plus, afin de mimer au mieux les conditions in vivo, il pourrait étre
envisagé d’exposer les entérocytes a des NPs, en suspension dans des fluides intestinaux
simulés (FaSSIF/FeSSIF). Ces étapes pourraient sensiblement modifier les propriétés physico-
chimiques des NPs et les interactions avec 1’épithélium intestinal (Peters et al., 2012 ; Sakai-

Kato et al., 2014).

La structure et le fonctionnement de la barriére intestinale semblent suffisamment
complexes pour affirmer que ’Homme est plutdt bien armé face aux xénobiotiques. Le mucus
et les entérocytes forment deux lignes de défense physiques, le mucus qui assure également une
protection bactériologique, et le tissu lymphoide sous-jacent, qui assure une protection
immunitaire complete grace aux cytokines et a la présence de cellules immunitaires. Cependant,
un certain nombre d’études ainsi que nos résultats ont montré que les NPs peuvent impacter de
facon significative la barriére intestinale. Aux doses testées, les NPs de silice n’alteérent pas de
facon importante la viabilité cellulaire dans les deux modéles in vitro Caco-2 et Caco-2/HT29-
MTX. Toutefois, elles modulent les marqueurs de stress oxydant et la réponse inflammatoire.
La toxicit¢ des NPs pourrait ainsi étre qualifiée de modérée. Néanmoins, elles induisent
¢galement une augmentation trés significative de la perméabilité intestinale. En facilitant

l'absorption de molécules potentiellement toxiques ou en modifiant la biodisponibilité des
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xénobiotiques, les NPs de silice pourraient induire des risques plus conséquents pour la santé
humaine ne permettant plus de qualifier leur toxicité de modérée. Nous avons par ailleurs pu
approcher le mécanisme cellulaire responsable de cette modulation de la perméabilité. Il s’agit
d’une destruction des filaments d’actine du cytosquelette qui impacte directement la stabilité

des jonctions serrées et par conséquent la perméabilité intestinale.
3. Perspectives

Afin de compléter ces données, plusieurs points pourraient étre étudiés. D’une part, il
serait intéressant de déterminer le mécanisme impliqué dans la rupture du cytosquelette des
entérocytes suite a I’exposition aux NPs de silice. Est-ce une interaction physique directe entre
les NPs et les filaments d’actine ou d’autres acteurs protéiques qui déstabilise le cytosquelette,
ou cette rupture a-t-elle un lien avec I’environnement cytokinique ou le stress oxydant ?
Certaines études ont mis en évidence des interactions directes entre le systéme cytosquelettique
et les nanomatériaux et ces interactions sont probablement la raison principale du
dysfonctionnement cytosquelettique qui en résulte (Dadras et al., 2013 ; Kang et al., 2016). Par
exemple, Gheshlaghi et al. ont montré que les NP de TiO, entrainent des modifications
conformationnelles de la tubuline (Gheshlaghi et al., 2008). Cette hypotheése d’interaction
physique n’est pas la seule pouvant étre évoquée car I’implication du stress oxydant ou des
cytokines dans la déstabilisation du cytosquelette a déja été suggérée dans certaines études
(Chelakkot ef al., 2018 ; Rao, 2008). Apopa et al. a mis en €vidence une réorganisation des
microtubules induite par les ROS apres traitement avec des NPs métalliques (Apopa et al.,
2009). Par ailleurs, le TNF active la MLCK dans les cellules épithéliales intestinales pour
phosphoryler la MLC et provoquer la contraction des filaments du cytosquelette. Ces
événements conduisent a une réorganisation des jonctions serrées, entrainant l'internalisation

de I'occludine dans des vésicules de cavéoline (Shen, 2012).

De plus, nous pourrions envisager de nous placer dans un contexte pathologique afin
d’évaluer les effets des NPs sur des terrains fragiles, notamment des patients souffrant de MICIL.
Dans ce cadre, les fonctions du microbiote, du mucus et de I’épithélium sont totalement
modifiées par le contexte inflammatoire trés important induit par la maladie (Vindigni et al.,
2016; Yu, 2018). Des effets cytotoxiques mineurs pourraient étre exacerbés chez ces personnes.
Il serait ainsi intéressant d’étudier I’impact des NPs dans un mod¢le de barriére intestinale
inflammée ou présentant une perméabilité accrue. Nous pourrions ainsi étre en mesure de

fournir davantage d’éléments relatifs aux facteurs environnementaux suspectés d’intervenir
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dans la physiopathologie des MICI. Beaucoup plus complexes a mettre en ceuvre, les études
épidémiologiques pourraient néanmoins s’avérer treés utiles pour récolter des informations

relatives a I’impact des micros et NPs présentes dans 1’alimentation.

Enfin, les outils et méthodes développés dans le cadre de ce travail de thése seront mis a
profit pour évaluer la toxicité d’un plus large spectre de NPs organiques ou inorganiques. Les
¢tudes pourront étre étendues a d’autres épithéliums comme la barriére cutanée. Elles pourraient
avoir comme objectifs de déterminer la voie de franchissement de la barriére (transcellulaire,
paracellulaire ou pilosébacée) des NPs, d’évaluer la profondeur d’atteinte dans les différentes
couches de la peau et d’étudier les éventuels effets cytotoxiques, inflammatoires et
génotoxiques. Ces études pourraient ainsi contribuer a déterminer des facteurs de toxicité a

prendre en considération pour 1’¢laboration de nouveaux produits cosmétiques par exemple.

L’ensemble des données fournies par ces différents travaux contribuera a une meilleure
évaluation de I’impact des nanomatériaux sur notre santé et la compréhension des mécanismes
de toxicité des NPs en identifiant les facteurs de toxicité. Cela permettrait également d’aider a
définir un cadre réglementaire et sanitaire approprié et de limiter ainsi le principe de précaution
en vigueur sur ’'usage des systémes nanoparticulaires, qui constitue un véritable frein a leur

développement.
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INTRODUCTION :

Les nanoparticules (NPs) représentent une classe majeure de
nanomédicaments. L’acide poly(lactique-co-glycolique) (PLGA) est trés
largement utilisé pour la synthese des NPs polymériques. Les NPs de
PLGA sont utilisées avec succés dans des traitements anticancéreux,
maladies inflammatoires ou les vaccinations [1].

Seulement 5 minutes aprés injection i.v., % des NPs de PLGA sont
localisées dans le foie [2], organe majeur de détoxification via les
cytochromes P450 (CYP).

En fonction de leurs propriétés (taille, charge...), les NPs de PLGA sont
éliminées par phagocytose par les cellules de Kupffer ou métabolisées
par les hépatocytes [3].

=) Nécessité d’étudier I'effet des NPs de PLGA sur la fonction hépatique,
en particulier sur I'activité métabolique : une modification du niveau
d'expression ou de I'activité des CYP impliqués dans le métabolisme
des xénobiotiques pourrait moduler le métabolisme et I'élimination
des médicaments encapsulés.

MATERIEL et METHODES :
*  Synthése de 6 types de NPs de PLGA par nanoprécipitation :

E Nan
— —) |
Suspension de

oprécipitation
Solution de T
-

PLGAdans
acétone
¢ Etude in vitro sur cultures primaires d’hépatocytes de rats et humains
de lactivité des CYP1A et 2B par fluorimétrie et CYP3A par
luminométrie.

Evaporation sous

pression réduiti

Suspension de Lyophilisat de
NPs dans eau NPs

Lyophilisation

OBJECTIF :

Evaluation de la nanohépatotoxicité de NPs de PLGA, en particulier la
fonction hépatique en utilisant des cultures primaires d’hépatocytes.

RESULTATS :

Caractéristiques des NPs de PLGA

Diameétre moyen Index de Potentiel Zeta

Nanoparticules Description (nm) polydispersité (mv)

NPs synthétisées

NP1 Sans surfactant 1787 0.105 +0.033 -31.5+1.4

NP2 Sans surfactant 1224 0.128 +0.036 -30.1+1.6

NP3 Sans surfactant 78+2 0.106 +0.070 -29.2+15

NP4 Opsonisation 216+6 0.101 +0.017 -11.0+0.6

NP5 Recouvrement PVA 241+19 0.097 +0.027 -17+04

NP6 Recouvrement PEI 242+8 0.099 +0.035 +54+0.4
NPs commerciales

NP7 Silice 3331 0.153 £0.034 - 84106

NP8 Silice 67+0.3 0.043 +0.013 -21.1+0.4

Propriétés physicochimiques des NPs de PLGA lyophilisées puis
reconstituées dans du milieu de culture (n23 lots de NPs).

* [PLGA] 1 dans acétone = diameétre des NPs I

* Sans surfactant = charge de surface négative

* Avec PVA (surfactant non ionique) = charge de surface nulle

* Avec PEI (polyélectrolyte cationique) = charge de surface positive
* Avec Sérum = |charge de surface| 4

Activité des CYP chez le rat et 'THomme

* Chez le rat - les NPs de PLGA ne modifient pas significativement
I"activité des trois CYP étudiés quelles que soient leur taille et leurs
propriétés de surface.

-> en accord avec les données préliminaires in vivo

* Chez 'Homme -> NP1, NP2, NP3 et NP4 inhibent trés fortement
I"activité du CYP2B.
- NP1 et NP4 inhibent I'activité du CYP3A

=) Différences interespéces trés importantes

CONCLUSION / PERSPECTIVES :

Modulation de I'activité des CYP2B et 3A chez 'Homme dépendante des

=) |mportance d’utiliser des tissus d’origine humaine

CYP2B CYP1A

CYP3A

RAT

HOMME

Effet des NPs de PLGA sur I'activité des CYP1A, 2B et 3A sur des cultures
primaires d’hépatocytes de rats et humains exposées aux NPs pendant 72h
(n23 cultures d’hépatocytes).

propriétés physico-chimiques des NPs

Différences interespeces : pas d’effet des NPs sur I'activité des CYP chez le rat vs forte inhibition chez ’'Homme

Etudier les interactions entre les différents types cellulaires du foie (Cocultures cellules de Kiipffer/hépatocytes, tranches de foie...)
=) |mportance de développer de nouveaux modeles in vitro chez 'Homme

[1] Danhier et al., PLGA-based nanoparticles: an overview of biomedical apllications, J Control Release. (2012)
[2] Gref et al., “Stealth” corona-core nanoparticles surface modified by PEG: influences of the corona and of the core composition on phagocytic uptake and plasma protein adsorption, Colloids Surf B Biointerfaces. (2000)
[3] Zhang et al., Nanoparticle-liver interactions: Cellular uptake and hepatobiliary elimination, J Control Release. (2016)
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— INTRODUCTION — METHODOLOGY

Silica nanoparticles (NPs) contained in additive E551
are extensively used in food industry as an anti-caking
agent. The safety of engineered NPs in consumer
products is more and more questioned due to their
particular properties. Recent toxicological studies
alarmed on a potential human health risk linked to the
ingestion of the additive E551 (van der Zande et al.
and Winkler et al.). Due to their size and their high
specific surface area, NPs interact strongly with the
intestinal mucosa, triggering inflammation responses
and sometimes cytotoxic effects. However, the
effects of silica NPs on the permeability of the
intestinal barrier are still unclear despite the
importance of this physical barrier in the protection of
the organism.

Transepithelial
resistance

N Lucifer Yellow

(TEER) ‘ quantification
| measurement ' A
<«—Transwell insert = Paracellular

permeability

Apical compartment

Caco2/HT29-MTX coculture

Microporous membrane s

Basolateral compartment Reactive
oxygen species
(ROS)
quantification

I-6 and IL-8
quantification

Evaluating the oral toxicity of the additive E551 and investigating the size effect of
silica nanoparticles in the intestinal permeability.

AlM

Characteristics of silica NPs

RESULTS
Cell viability

Nanoparticles

Mean diameter Polydispersity ~ Zeta potential

- Except for the 200 nm NPs,

(nm) index (mV) e "
200 nm 215+ 10 0.026+0.15  -21.3+0.60 s'.hc? .NPS Ao o limeract e el
70 nm 7143 0.018+0.019  -19.0+2.57 viability.
30nm 32+1 0.055£0031 -17.7+0.71
10 nm 20+1 0.236+0.010 -185+1.11 Cell viability of the Caco2/HT29-
E551 268 +18 0.231+0.029  -20.5+0.56

MTX coculture exposed to silica NPs

(TEER)  (A)

P, (x10%mis)

mgml and n=3 for B).

3
£
S

E551 200 70 30 10
nm  om  am nm

Physicochemical characterization of silica NPs in saline

Effect of silica NPs on the integrity
and  paracellular
permeability (B) (Lucifer Yellow) on
Caco2/HT29-MTX
exposed to NPs for 2h (n=6 for A

for 2h determined by MTT assay

mg/ml.

transport buffer (n=3). E 5w w W o (n=3).
Integrity and paracellular permeability of the intestinal barrier Inflammation response and cellular oxidative stress
A 304
A 1? Only 10 nm NPs at 10 mg/ml
3 ] increase the IL-6 production.
30 and 10 nm NPs at a high 2 10 nm and 30 nm NPs at the
3 concentration decrease the TEER g'-s- highest concentrations induce the
5 and facilitate the Lucifer Yellow 2 104 1I-8 secretion.
- paracellular transport. S o5
f ol (M BIB  agditive E551 and large NPs has no
Additive E551 has no significant : == = :-i — "M effect  on  the inflammatory
=, et e mer wer st o effect on the integrity and the 2 am  nm onm nm response.
T ® W paracellular permeability.
e AR - All NPs include additive E551
- Silica NPs impact the ge:e;'ier ':looi productionratia high
permeability of human intestinal cone 4 ’
barrier in a size and concentration .
B SARBER. - Silica NPs lead to an

MM T T2 ~c -2 wew inflammatory response depending
on their size and concentration.
NPs generate also a cellular
oxidative stress according to their
concentration.

coculture
Quantification of IL-6 (A), IL-8 (B)
and ROS production (C) of
Caco2/HT29-MTX coculture
-2 2 -2 -= = mmk eyxposed to silica NPs for 2h (n=3).

nm oM am nm

z
g

— CONCLUSIONS/PERSPECTIVES

* Silica NPs impact the human intestinal barrier according to a size and a concentration effect. H.C. Winkler et al., Critical review of the safety
+  Are these effects related to the rate of internalization of silica NPs in these cells and/or a modification of the [ 2ssessment of nano-structured silica additives in

expression of some proteins present in tight junctions?
« Silica NPs generate an oxidative stress and the smallest NPs induce a release of proinflammatory cytokines. rats orally exposed to nanostructured silica.
+  Additive E551 seems to be safe for the intestinal barrier especially in terms of impact on permeability. R A Ty (PR

food. Journal of Nanobiotechnology (2016)
van der Zande et al., Sub-chronic toxicity study in
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INTRODUCTION

Silica nanoparticles (NPs) contained in additive E551 are
extensively used in food industry as anti-caking agent. The safety
of engineered NPs in consumer products is more and more
questioned due to their particular properties such as the small
size and the high specific surface area. Recent toxicological
studies alarmed on a potential human health risk linked to the
ingestion of the additive E551 (van der Zande et al. and Winkler
et al.). Some NPs, especially inorganic particles can interact
strongly with the intestinal mucosa, triggering inflammation
responses and inducing sometimes cytotoxic effects. However,
the effects of silica NPs on the permeability of the intestinal
barrier are still unclear despite the importance of this physical
barrier in the protection of the organism.

Evaluating the oral toxicity of the additive E551 and investigating
the size effect of silica nanoparticles in the intestinal
permeability.

METHODOLOGY

Coculture cell model in Transwell insert

<«————Transwell insert

Apical compartment

Caco2/HT29-MTX coculture
Microporeus membrane

Basolateral compartment

Intestinal barrier integrity :
ransepithelial electrical resistance (TEER) measurement

Paracellular permeabilty :
Lucifer Yellow quantification

Physicochemical characteristics of silica NPs

Nanoparticles Mean diameter  Polydispersity ~ Zeta potential

(nm) index (mV)
200 nm 215+10 0.026 +0.15 -21.3 £0.60
70 nm 71+3 0.018 £ 0.019 -19.0 £2.57
30 nm 32£1 0.055 £ 0.031 -17.7£0.71
10 nm 20+1 0.236 +0.010 -18.5+1.11
E551 268 +18 0.231 + 0.029 -20.5 +0.56
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RESULT

Cell viability

120
100:
-> Except for the 200 nm NPs, silica
NPs do not impact the cell viability.

80

60

40

(% of control)

Cell viability of the Caco2/HT29-MTX coculture
exposed to silica NPs for 2h determined by
MTT assay (n=3).

201

0:

mg/mL

E551 200 70 30 10
nm nm nm nm

Integrity and paracellular permeability of intestinal barrier

A
o 30 and 10 nm NPs at a high
2 concentration decrease the TEER and
5 facilitate  the  Lucifer  Yellow
E paracellular transport.
& Additive E551 has no significant

effect on the integrity and the
mg/mL paracellular permeability.
200
. am o am am o om

- Silica NPs impact the
permeability of human intestinal
barrier in a size and concentration
manner.

3

P, (x10%cm/s)

Effect of silica NPs on the integrity (TEER) (A)

and paracellular permeability (B) (Lucifer
2 mg/ml. Yellow) on Caco2/HT29-MTX coculture exposed
ES51 200 70 30 10 to NPs for 2h (n=6 for A and n=3 for B).

nm om am nm

Recovery of intestinal barrier integrity

120-

" -> Intestinal barrier integrity is

recovered in less than 24h after
treatment with small silica NPs.

== TB control
&= 30 nm NPs I mg/mL
== 30 nm NPs 10 mg/mL

% of recovery
3

TEER measurement during 24h on Caco2
. "I" L___ *"""dil""'“'"““"“ culture exposed to 30 nm NPs for 2h (n=3).
Q\’L,\/‘;‘E)‘yb’\%@n}

Hours

Protein expression of tight junctions

-> Small silica NPs do not impact the
expression of proteins involved in
tight junctions.

Immunofluorescence of ZO-1 protein on Caco2
culture exposed to TB medium (A) or 30 nm

T torirel 200nm 30nm 30nm NPs (B) for 2h.
wee/mt _Jne/nk 18 mwalm. Western Blot of ZO-1, Actin and Claudin-2 of
lo'll e . | 195k0a Caco2 culture exposed to TB medium, 200 nm
Actin . SRS a6kDa or 30 nm NPs for 2h (Representative images of

T ——— | 3 experiments).
Claudin-2 -.’ 25kDa

CONCLUSIONS/PERSPECTIVES

changing protein expression (C.R. Weber).

H.C. Winkler et al., Critical review of the

* 30 nm and 10 nm silica NPs impact the human intestinal barrier in a concentration-dependent manner. The enhanced | safety assessment of nano-structured silica

additives in food. Journal of

paracellular permeability was reversible 24 hours after exposure. No modification of the expression of some proteins | Nanobiotechnology (2016)
present in tight junctions such as ZO-1 and Claudin-2 was observed, suggesting a mechanical effect of small NPs. Venicer, ZancE et aly Subctironicy tokicity

study in rats orally exposed to nanostructured

* Regulation of tight junction openings and closings may provide a sensitive means to modulate barrier function without | silica. Particle and Fibre Toxicology (2014)

C. R. Weber, Dynamic properties of the tight
junction barrier. Annals of the New York

« Additive E551 seems to be safe for the intestinal barrier especially in terms of impact on permeability. Academy of Sciences (2012)










ECOLE DOCTORALE

Environnements - Santé

UBFC \%

UNIVERSITE
BOURGOGNE FRANCHE-COMTE

Nanoparticules et santé : de grandes promesses thérapeutiques mais pour quel risque ?

Mots clés : nanoparticules, toxicologie, modéles in vitro, santé humaine, foie, intestin

Résumé : Les nanoparticules sont définies
comme des structures sphériques dont le diameétre
maximum est de 100 nanométres. Les domaines
d’applications des nanoparticules incluant
I’industrie agroalimentaire et pharmaceutique,
sont extrémement nombreux. L’Homme peut étre
quotidiennement exposé a des nanoparticules via
différentes voies d’administration (orale,
intraveineuse, pulmonaire et cutanée). En raison
de leur taille nanométrique, les nanoparticules
possédent des propriétés physico-chimiques
uniques, induisant de fortes interactions avec
I’environnement biologique. Ces caractéristiques
ont été largement exploitées pour la conception
de nanomédicaments pour le diagnostic et la
thérapie. Cependant, les problémes liés a leur
toxicité ont été mis en lumiére parallélement a
leur développement. Ce travail de thése vise a
¢tudier la toxicité potentielle des nanoparticules.
L'évaluation toxicologique a été¢ réalisée a l'aide
de modeles cellulaires adaptés aux voies
systémique et orale. Les mécanismes impliqués
dans la nanotoxicité ont été étudiés afin

d’identifier des facteurs de toxicité. La premicre
partie de ce travail a été consacrée a 1’étude de la
toxicité hépatique in vitro et in vivo des
nanoparticules de PLGA et de silice. Les
nanoparticules de PLGA sont utilisées comme
vecteurs de médicaments alors que les
nanoparticules de silice jouent le role d’agent
antiagglomérant dans l’industrie alimentaire et
¢galement d’excipients pharmaceutiques. Leurs
effets sur la fonction hépatique et en particulier
sur l'activité des cytochromes P450 ont été
¢valués. La seconde partie de ce travail a consisté
a étudier I’impact des nanoparticules de silice sur
la barriére intestinale, en particulier sur la
perméabilité paracellulaire et D'intégrité de la
barriere. En mettant en exergue les différences
interespéces ou le role protecteur du mucus, ce
projet a démontré que le choix des outils
toxicologiques était crucial pour une évaluation
prédictive de la nanotoxicité. La taille, les
propriétés de surface et la composition ont été
identifiées comme des facteurs importants de
toxicité.

Nanoparticles and human health: big therapeutic promises, but what about the risk?

Keywords : nanoparticles, toxicology, in vitro models, human health, liver, intestinal barrier

Abstract : Nanoparticles are defined as spherical
structures with a maximum diameter of 100
nanometers. The application fields of
nanoparticles including food and pharmaceutical
industries are extremely broad. Human can be
exposed daily to nanoparticles through various
administration  routes (oral, intravenous,
pulmonary and cutaneous). Due to their size at the
nanoscale,  nanoparticles  have  unique
physicochemical, inducing strong interactions
with the biological environment. These features
were widely exploited for the conception of
nanomedicines for the diagnosis and the therapy.
However, issues relative to their biological
toxicity were addressed in the same time. This
thesis work aims to investigate the potential
toxicity of nanoparticles.  Toxicological
evaluation was performed using cell models
adapted for the systemic and the oral routes.
Mechanisms involved in the nanotoxicity were

studied to identify toxicity factors. The first part
of the work focused on the in vitro and in vivo
hepatic  toxicity of PLGA and silica
nanoparticles. PLGA nanoparticles are used as
drug carriers while silica nanoparticles play the
role of anticaking agent in food industry and of
pharmaceutical excipients. Their effects on the
liver function and especially on the cytochrome
P450 activity were investigated. The second part
of the work consisted to study the impact of
silica nanoparticles on the intestinal barrier,
especially on the paracellular permeability and
the integrity of the barrier. By emphasizing
interspecies differences or the protective role of
mucus, this project demonstrated that the choice
of toxicological tools was crucial for a
predictive nanotoxicity evaluation. Size, surface
properties and composition were identified as
major toxicity factors.
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