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Résumé — Malgré une utilisation toujours croissante de nanomatériaux, leur devenir
dans l’organisme reste peu étudié et mal connu. Une meilleure compréhension des
interactions entre nanoparticules et environnement biologique est nécessaire pour
maitriser une éventuelle toxicité et développer leurs applications médicales. Dans cet
objectif, il est urgent de développer des méthodologies pour détecter, quantifier et
suivre I’évolution de nanoparticules dans un milieu biologique complexe en couvrant
les échelles pertinentes, du nanomeétre au tissu. Dans ce travail, nous décrirons le cycle
de vie de nanoparticules magnétiques dans ’organisme, en suivant leurs transforma-
tions au cours du temps, de ’injection a 1’élimination. Contrairement aux approches
de nanotoxicologie, nous adoptons le point de vue des nanoparticules pour identifier
I’influence de ’environnement biologique sur leurs propriétés et leur devenir (interac-
tions avec les protéines, confinement cellulaire, dégradation. ..). Il s’agit d’établir des
liens entre la structure initiale des nanoparticules et leur cycle de vie.

Mots clés : Nanoparticules / nanomagnétisme / nanomédecine / nanodégradation

Abstract — Life cycle of magnetic nanoparticles in the organism.

The use of nanomaterials drastically increases and yet their behavior in living or-
ganisms remains poorly examined. At the same time a better comprehension of the
interactions between nanoparticles and the biological environment would allow us to
limit potential nanoparticle-based toxicity and fully exploit nanoparticles medical ap-
plications. In this perspective, it is high time we develop methods to detect, quantify
and follow the evolution of nanoparticles in the complex biological environment, span-
ning all relevant scales from the nanometer up to the tissue level. In this work we follow
the life cycle of magnetic nanoparticles in vivo, focusing on their transformations over
time from administration to elimination. As opposed to traditional nano-toxicological
approaches, we herein take the nanoparticle perspective and try to establish how bi-
ological environment might impact the particles properties and their fate (interaction
with proteins, cell confinement, degradation...) from their initial state to a series of
changes a nanoparticle might undergo on its journey throughout the organism.
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Introduction applications biologiques et médicales engendrent

une exposition accrue de ’homme aux nano-objets,
L’augmentation croissante de 1'utilisation industrielle — que cette exposition soit intentionnelle ou non. Si
des nanomatériaux et leur fort potentiel pour les la réduction dune ou plusieurs dimensions dun
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matériau a 1’échelle nanométrique lui confere des
propriétés physiques inédites motivant un effort de
recherche sans précédent, elle le rend également
extrémement réactif a son environnement et donc po-
tentiellement dangereux (Hubbs et al., 2011). La com-
munauté scientifique internationale et les instances
dirigeantes ont récemment pris conscience de 1'ur-
gence d’étudier la toxicité de nano-objets, afin d’éviter
de futurs probléemes sanitaires. Néanmoins, les re-
cherches en nanosciences restent aujourd’hui beau-
coup plus focalisées sur l'optimisation des propriétés
des matériaux que sur leur transformation et leur
devenir a long terme dans un environnement biolo-
gique. En dépit de leur importance en termes de santé
publique, le cycle de vie des nanoparticules dans 1’or-
ganisme reste peu exploré. L’étude des nanomatériaux
dans un environnement biologique se heurte en effet a
plusieurs difficultés, qui s’ajoutent & la nouveauté des
enjeux posés.

Premierement il est difficile de caractériser 1’état
des nanoparticules dans un environnement complexe.
L’importance relative de la surface par rapport au
volume des nanomatériaux les rend particulierement
sensibles aux interactions avec leur environnement
proche, aux processus de transformations physiques et
chimiques initiés a leur surface (Thomas et al., 2011;
Lowry et al., 2012). Les transformations d’origine bio-
logique sont encore plus complexes car elles impliquent
des interactions avec une multitude de molécules et
d’entités biologiquement actives qui affectent tant
létat physique (organisation, agrégation, propriétés
physiques) que l’évolution chimique et biologique des
nanomatériaux (opsonisation, attaque enzymatique,
dissolution, trafic cellulaire...) (Rivera-Gil et al.,
2009). Ainsi si les propriétés physico-chimiques de
nanoparticules inorganiques peuvent étre modulées a
souhait grace aux procédés de synthese des matériaux
(nature du coeur inorganique, enrobage de surface,
forme, architecture, taille...), on prédit plus diffici-
lement le comportement de ces matériaux dans des
milieux biologiques par essence dynamiques et com-
plexes (Fadeel et al., 2013). Cette difficulté a conduit
certains auteurs a distinguer l'identité synthétique des
nanoparticules telle qu’elle est donnée par ses concep-
teurs, de leur identité « biologique » qui tient compte
des modifications opérées par le milieu d’application
(Monopoli et al., 2012 ; Bertoli et al., 2014). Un des as-
pects récemment mis au jour est que les nanoparticules
vont spontanément étre entourées d’une couronne
de biomolécules, qui vont déterminer leur transport
dans les liquides physiologiques, leur capture cellu-
laire, leur bio-persistance et leur éventuelle toxicité
pour lorganisme (Albanese et al., 2014). Ainsi la
commensurabilité des constituants du vivant avec les
nanomatériaux fait de ces derniers des entités sus-
ceptibles de transformations orchestrées par I'activité

biologique. En conséquence les nanoparticules, dans
les milieux qu’elles rencontrent, ne seraient pas
définies par leur identité propre ou « synthétique »,
mais bien plutét par leurs interactions multiples et
dynamiques avec le milieu, interactions qui dictent
leur devenir et leurs effets (Loeve et al., 2013).
La problématique est donc de caractériser, de com-
prendre et a terme de maitriser ces interactions
nanoparticules/environnement.

La deuxieme difficulté est d’ordre méthodologique.
Du fait de leur taille, de leurs interactions et de
leur rareté, les nanoparticules restent difficiles a
détecter, a quantifier et a caractériser in situ dans
un environnement complexe tel que l'organisme. Il
faut donc adapter ou inventer des méthodes de na-
nométrologie qui permettent de suivre dans le temps
leur biodistribution de ’échelle tissulaire a 1’échelle
nanométrique, d’étudier leurs transformations et les
processus d’élimination ou encore de distinguer les na-
noparticules de leurs produits de dégradation. Pour
ce faire, certains nanomatériaux concgus pour la na-
nomédecine et la biologie sont dotés de propriétés
magnétiques, optiques ou radioactives qui permettent
de les détecter par des méthodes d’imagerie non in-
vasive. Le suivi des propriétés physiques de ces nano-
particules peut également apporter des informations
sur leur cycle de vie. Enfin les analyses ex vivo par
des méthodes d’analyse élémentaire, de spectrosco-
pie quantitative ou encore de microscopie optique et
électronique doivent étre développées pour tracer les
nanomatériaux, leur spéciation et leurs résidus dans
les tissus biologiques de maniere quantitative ou en-
core caractériser leurs modifications morphologiques
aux échelles pertinentes.

Enfin, un des défis essentiels des nanosciences
sera de relier la notion de cycle de vie des nano-
particules & leurs effets biologiques et leur potentielle
toxicité. L’approche dominante de la nanotoxicologie,
héritiere de la toxicologie classique, est d’évaluer les
effets d’'une exposition aux nanoparticules en étudiant
leurs conséquences biologiques (Szalay et al., 2012).
Mais il faut également prendre en considération les
effets de ’environnement biologique sur les nanoparti-
cules elles-mémes, en évaluant leurs transformations,
dégradation ou élimination. L’enjeu est donc de mieux
comprendre, voire de prédire, en fonction de I'identité
synthétique des nanoparticules, la relation entre leur
devenir et leurs effets physiopathologiques.

Dans cet article, nous allons nous intéresser a une
classe de nanomatériaux tres prometteurs pour les
applications médicales : des nanoparticules (NP) in-
organiques a propriétés magnétiques. Ces nanoparti-
cules, le plus souvent constituées d’oxyde de fer, se
comportent comme des nano-aimants et combinent
différentes fonctions dans un méme objet. Elles servent
d’agent de contraste pour l'imagerie par résonance
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magnétique (IRM) ce qui leur confere une utilité diag-
nostique. Activées par un champ magnétique alter-
natif, elles chauffent localement leur environnement
et permettent de briler des tumeurs (ablation ther-
mique) ou de délivrer des médicaments par des vec-
teurs thermosensibles grace a un stimulus a dis-
tance. Enfin par 'intermédiaire de forces magnétiques,
elles permettent de manipuler ou d’attirer vers un
site cible des vecteurs ou encore des cellules & visée
thérapeutique. Nous avons récemment décrit dans
cette méme revue leurs applications pour les thérapies
cellulaires et la médecine régénérative (Wilhelm &
Gazeau, 2012). Enfin trés derniérement, ces nano-
particules ont été proposées comme colle chirurgi-
cale pour améliorer des processus de suture ou favori-
ser I'implantation de biomatériaux dans ’organisme
(Meddahi-Pellé et al., 2014). Pour toutes ces nom-
breuses applications, souvent combinées entre elles, se
pose la question du devenir des nanoparticules inor-
ganiques dans l'organisme. Si I'on n’observe pas de
toxicité aigué des oxydes de fer, il faut se demander
combien de temps ces nanoparticules peuvent persis-
ter dans l'organisme, dans quels organes et quelles
structures biologiques elles peuvent s’accumuler, si
elles sont susceptibles de se dégrader et si leurs pro-
duits de dégradation peuvent étre assimilés, éliminés
ou recyclés. Une question connexe se pose également
sur lefficacité de ces nanoparticules une fois in-
jectées dans 'organisme : si elles sont modifiées par
leur environnement biologique, que deviennent leurs
propriétés magnétiques a la base des applications?
Combien de temps seront-elles détectables par IRM 7
Pourra-t-on les faire chauffer de maniere répétée sans
les réinjecter dans la tumeur ? Leur destinée dans ’or-
ganisme détermine d’une part leur innocuité a long
terme, mais également leur efficacité en termes diag-
nostique ou thérapeutique. C’est a ces questions que
nous apporterons des éléments de réponses en sui-
vant I'odyssée des nanoparticules dans ’organisme et
leurs transformations dans des milieux mimant les en-
vironnements biologiques qu’elles rencontrent. Dans
une premiere partie, nous nous intéresserons aux in-
teractions complexes entre nanoparticules et protéines
sanguines et comment elles orientent la capture cel-
lulaire. Nous montrerons dans une deuxieme partie
comment 'internalisation cellulaire et I’accumulation
dans des vésicules de stockage peuvent modifier les
propriétés magnétiques des nanoparticules et leurs
efficacités pour les applications. La troisieme partie
sera consacrée au devenir a long terme des parti-
cules et décrira des méthodes de quantification de
ces nano-aimants dans l'organisme. Enfin nous discu-
terons des possibles mécanismes de dégradation des
nano-aimants et montrerons l'intérét d’aller observer
leurs transformations morphologiques a 1’échelle per-
tinente, c’est-a-dire a 1’échelle nanométrique.

Nous discuterons également comment la
méthodologie mise en place dans ces études peut étre
utile pour I'étude du cycle de vie biologique d’une
grande variété de nanoparticules.

Premier contact : interactions
avec les protéines sanguines

Les interactions avec les biomacromolécules (par
exemple les protéines du plasma) jouent un role cri-
tique, récemment mis en exergue, dans le devenir des
nanoparticules. L’adsorption d’'une couronne protéique
a la surface des particules change 'identité biologique
des nanoparticules, telles qu’elles sont vues par les cel-
lules et modifient dynamiquement l'interface avec I’en-
vironnement (figure 1) (Cedervall et al., 2007 ; Casals
et al., 2010). La pharmacocinétique, la capture ma-
crophagique et la biodistribution des nanoparticules
administrées par voie parentérale sont profondément
affectées par les interactions avec les protéines, dont la
nature peut varier au cours du cheminement des nano-
particules dans 'organisme (du flux sanguin au com-
partiment intracellulaire, par exemple) (Dobrovolskaia
et al., 2008; Lundqvist et al., 2011). La couronne
protéique, dynamique par nature, peut masquer des
agents de ciblage greffés sur les nanoparticules et
mettre en péril les possibilités d’adressage spécifique
des nanoparticules (Salvati et al., 2013).

Dans le cas de nanoparticules d’oxyde de fer, nous
avons utilisé leurs propriétés magnétiques pour son-
der la couronne protéique qui se forme a leur sur-
face (Lartigue et al., 2012). En effet les nanoparticules
s’orientent dans la direction d’'un champ magnétique.
Lorsqu’on coupe le champ, elles se désorientent avec
un temps de relaxation proportionnel a leur volume
hydrodynamique. C’est ce temps de relaxation que
I'on mesure en enregistrant le signal de biréfringence
induite magnétiquement. On mesure ainsi 'augmen-
tation de volume due a I’adsorption de protéines ou a
I’agrégation des nanoparticules lorsqu’elles sont mises
en présence de plasma (figure 1). Par cette tech-
nique qui permet de sonder spécifiquement les nano-
particules magnétiques, couplée a un tri magnétique
et a l'identification des protéines par électrophorese,
nous avons pu montrer plusieurs résultats impor-
tants. Premierement, comme attendu, ’adsorption
de protéines dépend de l’enrobage de la nanoparti-
cule. Deuxiemement, on ne retrouve pas les mémes
protéines a la surface des nanoparticules si ces
derniéres sont incubées avec 10 % de plasma (condi-
tion généralement utilisée pour des cultures cellulaires
in vitro) ou avec du plasma pur (condition proche de
lin wvivo). Ce résultat remet en cause la pertinence
des essais in wvitro pour déterminer le comportement
et la toxicité de nanoparticules et met en lumiere
la difficulté de reproduire des conditions mimant les
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Fig. 1. Les interactions des nanoparticules avec les protéines plasmatiques dépendent de leur état de surface et peuvent
conduire a la formation d’une couronne protéique dynamique impliquant différentes sortes de protéines. Ce processus
complexe, encore mal compris, modifie a la fois 'identité biologique des nanoparticules vue par les cellules et leur
état physique, isolé ou agrégé. La pharmaco-cinétique, la biodistribution et la capture cellulaire de NP vont dépendre
fortement de ces interactions locales avec I’environnement biologique. L’adsorption des protéines sur des NP magnétiques
peut étre suivie spécifiquement en mesurant la relaxation du signal de biréfringence magnéto-optique induit par les NP

(Lartigue et al., 2012).

phénomenes rencontrés in vivo lors de 'injection intra-
veineuse des nanoparticules. Par ailleurs, nous avons
mis en évidence que certaines protéines telles que I’al-
bumine avaient un effet stabilisant sur les nanoparti-
cules tandis que d’autres, comme le fibrinogene, provo-
quaient leur agrégation. De maniere remarquable, ces
deux populations de particules entourées de protéines
différentes et d’état physique distinct (isolées versus
agrégées) peuvent coexister dans le plasma. De sur-
croit, les cellules du systeme immunitaire, en parti-
culier les macrophages chargés d’éliminer ces corps
étrangers, ne vont pas réagir, ni capturer de la méme
maniere et dans le méme temps ces différentes popu-
lations de nanoparticules d’identités biologique (cou-
ronne protéique) et physique distinctes. On voit par
14 que linteraction nanoparticule/biomolécule peut
drastiquement influencer leur distribution dans 1’or-
ganisme et leur devenir immédiat.

L’internalisation cellulaire modifie
les propriétés magnétiques
des nanoparticules

Un facteur important pour le devenir des nanoparti-
cules est leur tendance a s’ agglomérer dans les milieux

biologiques, qui résulte d’une déstabilisation chimique,
du relargage des agents de surface, de 'adsorption de
molécules de I'hote et de processus biologiques actifs
tels que l'internalisation cellulaire (Fayol et al., 2012}
Lartigue et al., 2012). En effet la capture des nano-
particules par les cellules se fait le plus généralement
par un mécanisme spontané d’endocytose grace auquel
les nanoparticules sont internalisées dans des vésicules
intracellulaires (Wilhelm et al., 2002). Le trafic in-
tracellulaire, qui consiste en des événements de fu-
sion/fission membranaire des compartiments d’endo-
cytose, conduit les nanoparticules dans des vésicules
de dégradation et de stockage appelés lysosomes.
Dans le cas des nanoparticules d’oxyde de fer uti-
lisées en imagerie, on retrouve la grande majorité des
nanoparticules injectées par voie intraveineuse dans
les lysosomes des macrophages résidant dans le foie
et dans la rate. La capture des nanoparticules est
extrémement spécifique et les nanoparticules sont ra-
pidement confinées & tres forte concentration dans les
lysosomes des macrophages. La question qui se pose
alors est de savoir comment une telle concentration
locale de NP peut étre prise en charge par la cellule.

D’un point de vue physique, ce confinement &
I’échelle subcellulaire n’est pas neutre pour les pro-
priétés magnétiques des NP, qui vont, d’une part,
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Fig. 2. Modifications des propriétés superparamagnétiques de nanoparticules d’oxyde de fer dues a leur confinement
dans les lysosomes intracellulaires (& gauche, exemple de confinement lysosomal dans les macrophages du tissu adipeux
(faible confinement)) ou dans les macrophages du foie (fort confinement). Les interactions dipolaires magnétiques entre
nanoparticules tendent & diminuer aimantation et ralentir la dynamique magnétique des nanoparticules (augmentation
de leur température de « blocage »), avec des conséquences sur leur efficacité pour 'hyperthermie thérapeutique sous
laction d’un champ magnétique alternatif (Lévy et al., 2011c).

interagir entre elles du fait de leur proximité (in-
teractions dipolaires magnétiques) et, d’autre part,
perdre leurs degrés de liberté de rotation ou de trans-
lation (figure 2). La réponse magnétique des NP & un
champ externe s’en trouve frustrée et la susceptibi-
lité magnétique diminuée avec, en retour, une augmen-
tation de I’hystérésis magnétique (rémanence de 1’ai-
mantation). Ainsi la capacité de chauffage des NP sous
un champ magnétique alternatif est altérée lorsque
ces dernieres s’adsorbent sur la membrane cellulaire et
s’internalisent dans les cellules tumorales (Di Corato
et al., 2014). De ce fait, il peut étre intéressant de
favoriser une distribution extracellulaire des nanopar-
ticules pour préserver leur capacité de chauffage qui
est généralement optimisée en dehors de I'environne-
ment biologique (Kolosnjaj-Tabi et al., 2014). Inverse-
ment le confinement intracellulaire est tres favorable
pour la détection de cellules par IRM (Lévy et al.,
2012). En effet la cellule, qui concentre les sources
de champ magnétique dans un volume restreint, est
vue par les protons environnants comme une impor-
tante inhomogénéité de champ. Il en résulte une perte
de signal IRM localisée sur la cellule (Smirnov et al.,
2006). Grace a cet effet, on peut suivre dans le temps
et de maniere non invasive la migration d’'une popu-
lation cellulaire préalablement marquée par les NP
puis injectée dans l'organisme (Smirnov et al., 2008).
Cette méthode d’imagerie cellulaire in vivo est par-
ticulierement intéressante pour évaluer les essais de
thérapie cellulaire, o1 'on injecte dans l’organisme
des cellules thérapeutiques (Di Corato et al., 2013;
Kolosnjaj-Tabi et al., 2013). La concentration des NP
dans ’espace intracellulaire permet également de ma-
nipuler les cellules a distance par des systemes d’ai-
mants. Ainsi on peut utiliser des forces magnétiques

sur les cellules pour controler leur organisation lors de
la construction de tissus in vitro (ingénierie tissulaire),
qui seront ensuite implantés dans I'organisme (Fayol
et al., 2013a, 2013b). L’attraction magnétique sert
également a retenir ou a attirer des cellules d’intérét
thérapeutique dans 'organe & régénérer (par exemple
le cceur) et & optimiser la thérapie (Cheng et al., 2010;
Chaudeurge et al., 2012).

Pour toutes ces applications, il reste aux cellules et
a organisme a prendre en charge les NP qu’elles ont
capturées. Notons que la caractérisation magnétique
des tissus biologiques permet d’obtenir des informa-
tions sur I’état de confinement local des nanoparti-
cules a I’échelle intracellulaire dans les différents or-
ganes (figure 2). En effet, on peut modéliser les effets
d’interactions magnétiques dus a l'internalisation cel-
lulaire (Lévy et al., 2011a) et en déduire quelles mo-
difications des propriétés magnétiques ils entrainent.
Ainsi les mesures magnétiques a 1’échelle macrosco-
pique confirment les observations de TEM, montrant
que la concentration de NP dans les lysosomes est plus
importante dans les macrophages résidents du foie et
de la rate que dans les monocytes/macrophages circu-
lants recrutés sur les sites d’inflammation (figure 2).
Le suivi de propriétés magnétiques de NP apporte
donc des informations importantes sur les biotrans-
formations qu’elles subissent (Lévy et al., 2011c). Ces
transformations affectent directement les propriétés
utiles pour les applications tant thérapeutiques que
diagnostiques.

Qu’en est-il des transformations a long terme
des nanoparticules? Comment évaluer les processus
d’élimination ou de dégradation des nanoparticules?
Comment controler la persistance des NP dans les or-
ganes ?
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Fig. 3. (A) Evolution temporelle du signal IRM (séquence d’écho de gradient) sur des souris injectées avec des nanocubes
d’oxyde de fer (20 nm, 56 pg de fer magnétique injectés). On remarque que le noircissement di a ’accumulation des na-
nocubes dans le foie et la rate diminue au cours du temps. (B) Quantification par résonance paramagnétique électronique
(RPE) dans le foie et la rate ex vivo de la quantité de fer magnétique sous la forme de nanocubes. On remarque une
persistance plus longue dans la rate que dans le foie (Kolosnjaj-Tabi et al., 2014).

Elimination et dégradation : de I'échelle
tissulaire a I’échelle nanométrique

Afin de caractériser le devenir des nanoparticules dans
I’organisme, nous avons besoin de méthodes :

— pour les quantifier alors qu’elles représentent une
fraction infime de la masse totale (on les mesure
en ppm (ug/g) voire en ppb (ug/kg)), et pour dis-
tinguer les NP de leurs produits de dégradation,

— pour les localiser de 1’échelle de l'organisme a
I’échelle subcellulaire en fonction du temps,

— pour suivre I’évolution de leurs propriétés,

— et enfin pour observer a 1’échelle nanométrique
aussi bien leurs transformations que leurs interac-
tions avec les entités biologiques environnantes.

Dans le cas de nanoparticules d’oxyde de fer, il faut
noter que le contenu en fer endogene dans l'orga-
nisme (de 'ordre de 50 mg/kg chez 'homme) est bien
supérieur au fer injecté sous forme de nanoparticules
(2,5 mg/kg pour une IRM). On ne peut donc utili-
ser les techniques d’analyse élémentaire pour quan-
tifier ces nanoparticules. En revanche leurs propriétés

magnétiques offrent 'opportunité d’une quantification
et d’'une caractérisation par des méthodes de nano-
magnétisme. Ainsi la technique de résonance para-
magnétique électronique (RPE) est un outil de quan-
tification a la fois sensible et spécifique des NP (Lévy
et al., 2011b). Les mesures d’aimantation en fonction
du champ magnétique ou de la température viennent
compléter la RPE car elles refletent la distribution
en taille des NP et leur état d’agrégation. Apres in-
jection par voie intraveineuse de NP de maghémite
de forme sphérique (7—8 nm) ou cubiques (20 nm),
on observe qu'une grande majorité des NP se re-
trouvent dans le foie et dans une moindre mesure
dans la rate (la concentration par gramme d’organe
est néanmoins plus élevée dans la rate que dans le
foie) (Lévy et al., 2011b; Kolosnjaj-Tabi et al., 2014).
La quantité de NP diminue dans les premiers mois
apres injection, plus rapidement dans le foie que dans
la rate. Ces résultats sont corroborés par 'IRM in
vivo qui montre que la prise de contraste due aux
NP diminue dans le temps (figure 3). Cette diminu-
tion du fer magnétique peut provenir soit d’un proces-
sus d’élimination, soit d’un processus de dégradation
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Fig. 4. Exemple de localisation de nanocubes d’oxyde de fer (20 nm) dans des coupes de rate de souris observées &

différents grossissements (RBC : red blood cells, Spl : Splénocytes).

CONFINEMENT et BIOTRANSFORMATION INTRACELLULAIRE
de NANOPARTICULES D'OXYDE DE FER

Nanoparticules ’
o

en cours de Fs
dégradation ‘ 2L v S

Macrophages d’un foie
de souris 17 jours apres
injection intraveinease
des nanoparticules

e

Ferritines =
Protéines de
stockage du fer

Fig. 5. Exemple de biotransformation des nanoparticules d’oxyde de fer utilisées pour I'imagerie IRM (développée par
Guerbet, diametre 7-8 nm). Les nanoparticules restent confinées dans les compartiments intracellulaires des macrophages
du foie 17 jours apres leur injection intraveineuse. On observe cependant un transfert du fer dégradé vers des protéines de
stockage qui sont elles-mémes confinées. Par ce mécanisme de prise en charge locale, la cellule pourrait limiter 1’émission
d’ions fer libres, qui sont toxiques (Lévy et al., 2011b), dans le cytosol.

des NP en especes non magnétiques, soit encore d’une
combinaison de ces deux processus. Le changement des
dynamiques magnétiques de nanoparticules, sondées
par leur dépendance en température, permet d’affir-
mer qu’il y a effectivement dégradation des nanopar-
ticules qui perdent leurs propriétés magnétiques d’ori-
gine (Lévy et al. 2011b).

Ces mesures macroscopiques sont complétées par
les observations en TEM (Transmission Electron Mi-
coscopy) et EDX (spectroscopie par analyse disper-
sive des rayons X) sur des coupes de foie et de rate
(figure 4). Si quelques jours apres leur administra-
tion, on retrouve les NP intactes confinées dans les
lysosomes intracellulaires, leur distribution subcellu-
laire et leur aspect évolue au cours du temps. Les NP
ont tendance a se ségréger a la périphérie du lyso-
some et coexistent avec une quantité croissante de

nanoparticules monodispersées de petite taille (6 nm)
chargées en fer, mais faiblement cristallines (figures 5
et 6) (Lévy et al., 2011b; Lartigue et al., 2013). On
identifie ces petites particules a la ferritine qui est
une protéine endogéne chargée du stockage du fer.
En cas d’exces de fer, apoferritine, constituée de 24
sous-unités qui s’assemblent pour former une coquille
creuse, peut oxyder les ions ferreux Fe?t et les stocker
a l'intérieur de leur coquille sous forme de cristallites
d’oxyhydroxyde de fer minéral (principalement ferri-
hydrite). Chaque protéine peut ainsi confiner jusqu’a
4500 atomes de fer sous forme ferrique (Fet) évitant
ainsi la réaction de Fenton sur les ions ferreux dans le
cytoplasme ce qui est toxique pour la cellule en rai-
son de la production d’especes réactives de 'oxygene.
Ainsi 'homéostasie du fer dans I’organisme est un pro-
cessus finement régulé par un ensemble de protéines
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Fig. 6. Dégradation intracellulaire de nanocubes d’oxyde de fer (20 nm de c6té) recouverts par du polyéthyléne glycol,
apres leur injection intraveineuse chez la souris. Les images représentent des coupes de rate et de foie observées a ’échelle
intracellulaire. Les nanocubes sont présents dans les cellules macrophagiques et leur distribution spatiale intralysosomale
évolue dans le temps. On observe a temps long la coexistence des nanocubes dégradés et de nanocavités protéiques
de ferritine (cadres rouges) qui se remplissent de fer, suggérant un mécanisme local de transfert du fer libéré par les

nanocubes (Lartigue et al., 2013).

de détection, transport, régulation et stockage du fer
pour subvenir aux besoins en fer pour la synthese
de I'hémoglobine et éviter les exces (Beaumont &
Delaby, 2009). La présence de ferritine chargée en
fer au voisinage de nanoparticules d’oxyde de fer qui
montrent des signes de dégradation (altération de la
forme dans le cas des cubes par exemple) suggere un
mécanisme local de transfert du fer libéré par les na-
noparticules vers les protéines de stockage. Cette hy-
pothese est cohérente d'une part avec la surexpres-
sion (& 4 mois post-injection) des génes codant pour
cette protéine, d’autre part avec I’observation d’une si-
gnature magnétique caractéristique de la ferrihydrite
lorsque la signature magnétique des NP a disparu. Re-
marquons qu’un tel scénario permettrait a la cellule
de minimiser la toxicité du fer labile en confinant les
échanges de fer aux compartiments lysosomaux : le
fer resterait stocké sous forme cristalline non toxique
dans les nanoparticules d’origine au sein des lysosomes
jusqu’a ce que les protéines, synthétisées et recrutées
au voisinage des NP, puissent prendre en charge le fer
libéré par ces dernieres lors de leur dégradation. Ce

scénario est également cohérent avec 'isolement pro-
gressif des NP qui s’entourent de ferritine dans les ly-
sosomes (figure 6) (Lartigue et al., 2013). Néanmoins
les mécanismes de dissolution et de transfert du fer des
NP vers la protéine restent encore inconnus et sont
actuellement en cours d’étude. Il faudrait également
démontrer de maniere formelle ce transfert métallique
i wvivo. Ainsi l'implication du métabolisme du fer
dans le recyclage des NP d’oxyde de fer pourrait ex-
pliquer I'innocuité de ces nanoparticules puisqu’au-
cune toxicité n’a été rapportée jusqu’alors chez des
animaux sains (Bourrinet et al., 2006 ; Szalay et al.,
2012). 1l s’agirait donc de nanoparticules assimilables
par l'organisme a long terme. Le métabolisme du fer
étant impliqué dans de nombreuses situations physio-
pathologiques, les perturbations de 'homéostasie du
fer par la présence des NP est néanmoins a surveiller,
par exemple dans un contexte d’inflammation. Par
ailleurs, on remarque que la cinétique de disparition
des propriétés magnétiques des NP dépend de la dose
injectée, de I'organe, de la fonctionnalisation des parti-
cules, de leur forme et taille (Lévy et al., 2010, 2011b;
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Lartigue et al., 2013). Il est donc nécessaire de mieux
comprendre les facteurs intrinseques aux particules et
les acteurs biologiques qui participent a la prise en
charge des nanoparticules.

De maniere a limiter l'expérimentation animale
pour des raisons d’éthique, nous avons cherché a mi-
mer I’environnement lysosomal par un systeme modele
reconstitué. Les expériences sur cellules in vitro se
heurtent a la durée de vie limitée des cellules en
culture primaire et a la division rapide des cellules
immortalisées qui dilue rapidement les NP interna-
lisées. De plus, les mécanismes de régulation du fer
ne sont pas forcément a 'ceuvre dans une popula-
tion cellulaire isolée en culture. En revanche, il a été
montré qu'un milieu tamponné au pH du lysosome
(pH 4.7) et supplémenté en ions citrate, jouant le
role de chélatant du fer, était suffisant pour induire
une dégradation des nanoparticules d’oxyde de fer
(Arbab et al., 2005; Lévy et al., 2010). Nous uti-
lisons ce milieu minimal pour suivre dans le temps
I’évolution des propriétés des particules et les relier
a leurs modifications morphologiques et structurales
observées en TEM. Ainsi il apparait que la nature
des molécules a la surface de NP (qui ont pour role
de stabiliser les particules en suspension colloidale
et éventuellement de limiter 'adsorption de protéines
plasmatiques) peut changer la cinétique de dissolution
des nanoparticules (Lévy et al., 2010). L’étude des na-
nocubes magnétiques est particulierement intéressante
car on peut suivre l’évolution de leur géométrie en
TEM haute résolution (Lartigue et al., 2013). Comme
Iillustre la figure 7, 'attaque des cubes par le mi-
lieu mimant l’environnement lysosomal se fait princi-
palement par les coins. Néanmoins la structure cris-
talline initiale (structure spinelle de la maghémite)
persiste au cours de la dégradation méme si la forme
cubique est rapidement perdue et certaines faces se
dissolvent préférentiellement. En faisant une cartogra-
phie du carbone par la technique EFTEM (Energy Fil-
tered Transmission Electron Micoscopy), on s’apergoit
que les surfaces de nanocubes les plus promptes a la
dégradation sont celles qui ont une densité plus faible
de polymeres, en particulier au niveau des coins. Cette
observation suggere que la vitesse de dissolution d’un
cube est limitée par la nature et la distribution lo-
cale du polymere recouvrant sa surface et donc par
laccessibilité des molécules chélatantes (les ions ci-
trate) a la surface de l'oxyde de fer. De plus, en ac-
cord avec I’hypothese d’accessibilité, on remarque que
les agrégats de cubes se dégradent beaucoup moins fa-
cilement que les cubes isolés. Ces analyses a ’échelle
nanométrique sont confirmées par I’évolution des pro-
priétés magnétiques des nanocubes. Ainsi les cubes
recouverts d’un polymere amphiphile conservent leur
aimantation et leur capacité de chauffage plus long-
temps que les mémes cubes recouverts de polyéthylene

glycol, un polymere hydrophile. Observés en TEM, ces
derniers se dégradent plus facilement, méme sous la
forme d’agrégats. Cette influence de I’agrégation peut
étre pertinente in vivo : agrégés aux temps courts dans
les lysosomes, les cubes ont tendance a s’individualiser
avant d’étre dégradés et probablement recyclés par la
ferritine. On observe également, a la fois in wvitro et
in vivo, que certains cubes conservent leur structure
initiale alors que d’autres sont completement dissous
(le nombre de cubes se raréfie). Qu’ils s’agissent des
spheres ou des cubes, la distribution en taille des par-
ticules et les propriétés magnétiques associées varient
peu dans le temps, mais leur concentration diminue.
Cela suggere un mécanisme non linéaire ou toutes les
particules ne seraient pas attaquées a la fois, mais
celles qui sont attaquées se dissolvent completement.
Cette hypothese, peu intuitive a priori, pourrait ex-
pliquer qu’on retrouve des cubes intacts dans les lyso-
somes jusqu’a 6 mois apres l'injection.

Une de questions essentielles pour les applica-
tions est de comprendre comment on peut moduler
la bio-persistance des nanoparticules in vivo. Outre la
fonctionnalisation de surface qui semble jouer un role
essentiel, 'architecture des NP est également un pa-
rametre important. Nous avons étudié la dégradation
des nanoparticules en forme de fleurs (de l'ordre
de 20 nm), constituées par la coalescence de pe-
tits coeurs d’oxyde de fer au moment de la synthese
(Javed et al., 2014). De mani¢re remarquable, les
coeurs magnétiques s’assemblent pour former un mo-
nocristal et orientent leurs moments magnétiques dans
une meéme direction. Les propriétés exceptionnelles
de ces nanofleurs pour I'hyperthermie et I'IRM pro-
viennent de ce magnétisme coopératif (Lartigue et al.,
2013). En suivant ’évolution de nanofleurs indivi-
duelles dans le milieu mimant le lysosome, nous ob-
servons la désintégration des nanofleurs en petites
particules, le creusement du monocristal se faisant
au niveau des pores de la structure initiale. En
se désintégrant, les fleurs perdent leur magnétisme
coopératif et voient leur capacité de chauffage et leurs
propriétés de contraste pour I'IRM drastiquement di-
minuer. Ici c’est la perte de 'organisation collective
qui affecte les propriétés et on peut clairement re-
lier la structure a ’échelle nano aux propriétés ma-
croscopiques. Nous voyons ici que les propriétés utiles
aux applications peuvent étre plus ou moins rapide-
ment perdues a cause de la biodégradation des par-
ticules. Il faut cependant noter que les cinétiques
de dégradation/élimination in wvivo sont beaucoup
plus lentes que celles observées in wvitro dans le mi-
lieu modele (quelques mois versus quelques heures et
jours), ce qui laisse du temps pour l'utilisation diag-
nostique ou thérapeutique des nano-aimants.

Néanmoins plusieurs questions générales se posent.
Peut-on réaliser un compromis entre maintien a court
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Fig. 7. Evolution de nanocubes d’oxyde de fer recouverts d’un polymere amphiphile dans un milieu mimant I’environne-
ment lysosomal (pH 4.7, 20 mM en citrate). (A) On suit en HRTEM (High Resolution Transmission Electron Microscopy)
I’évolution de la forme et de la cristallinité d’'un méme cube immergé pendant différents laps de temps dans le milieu
de dégradation. Le cube sérode principalement par les coins mais conserve sa structure cristalline originale. (B) La
cartographie du polymere (carbone en jaune) autour des cubes, obtenue par la technique EFTEM, montre que Pattaque
du nanocube se fait préférentiellement sur les sites ol la densité de polymeres est faible (coins) (Lartigue, 2013).

terme des propriétés utiles et dégradabilité a long
terme ? La dégradabilité des nanoparticules est-elle un
gage de sécurité? Comment identifier les produits de
dégradation et leurs effets 7 Quel est le lien entre bio-
persistance, réactivité, dégradation et toxicité? Est-il
plus stir pour I'organisme de conserver des nanoparti-
cules supposées inertes (NP d’or par exemple) ou bien
de gérer des NP réactives, potentiellement dégradables

et prendre en charge leurs sous-produits ? Les réponses
sont complexes et dépendent bien str des matériaux.

Dans le cas des nanofleurs d’oxyde de fer, nous
avons montré qu’un dépot d’or a leur surface retardait
leur désintégration et ce d’autant plus que l'or forme
une couche continue (Javed et al., 2014). On peut donc
tenter de moduler la stabilité in vivo d’architectures
nanométriques en associant différents matériaux de
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Fig. 8. Schéma illustrant le cheminement de nanoparticules dans ’organisme apres leur injection intraveineuse. Pendant
une durée limitée qui dépend de leur biodistribution et de leur cycle de vie, les nanoparticules sont utiles pour les

applications en diagnostic et thérapie (théranostic).

réactivité variable. Par ailleurs, différentes stratégies
sont en train d’émerger pour tirer parti des transfor-
mations de nanoparticules dans I’environnement bio-
logique (Park et al., 2010; Perrault & Chan, 2010).
Ainsi I'assemblage des nanoparticules sous forme de
superstructures par des polymeres ou des brins d’ADN
peut permettre leur accumulation dans une tumeur
pendant le temps du traitement tout en favorisant a
plus long terme leur désintégration en particules in-
dividuelles de tailles suffisamment faibles pour étre
éliminées par les reins (Chou et al., 2014).

Parallelement aux phénomenes de transformations
intracellulaires des nanoparticules, nous avons mis
en évidence une voie de dissémination des nano-
matériaux dans 'organisme. Les cellules ayant inter-
nalisé des nanoparticules magnétiques (Luciani et al.,
2010; Silva et al., 2012), des nanoparticules d’or (Silva
et al., 2013) ou encore des nanotubes de carbone
(Marangon et al., 2012) peuvent également les reje-
ter dans le milieu extracellulaire par l'intermédiaire
de microvésicules qu’elles émettent en situation de
stress. Ces microvésicules, qui participent a la commu-
nication intercellulaire et sont capables d’acheminer
nombre d’effecteurs biologiques (récepteur, enzyme,

miRNA...), pourraient également transporter des
nanomatériaux dans les fluides biologiques et les
transférer a des cellules naives a distance. Ce processus
de propagation des nanoparticules complique la ques-
tion du devenir des nanoparticules dans 1’organisme,
qui peuvent visiter différentes cellules, voire différents
types cellulaires avant d’étre dégradées, assimilées ou
éliminées.

Conclusion

Cet article illustre la notion de cycle de vie des
nanoparticules dans l'organisme et les moyens de
controler ce cycle de vie. Depuis les premieres minutes
apres l'injection jusqu’aux processus d’élimination et
de dégradation a long terme, les nanoparticules su-
bissent une variété de transformations orchestrées
par les différents environnements biologiques qu’elles
rencontrent au cours de leur voyage dans l'orga-
nisme (figure 8). Initiées par des interactions avec
les protéines plasmatiques, puis par des processus
d’internalisation cellulaire et de dégradation dans les
lysosomes intracellulaires, les nanoparticules voient
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leurs propriétés évoluer au cours du temps. Inverse-
ment, le suivi de propriétés physiques caractéristiques,
telles que les propriétés magnétiques, apportent des
informations sur ces transformations. L’observation a
I’échelle nanométrique au sein des tissus est une étape
indispensable pour caractériser la distribution subcel-
lulaire, I’évolution morphologique des nanoparticules
et leur persistance. Elle suggere des processus non tri-
viaux de dégradation et de recyclage du fer par les
protéines endogenes. La mise en évidence de différents
parametres (fonctionnalisation de surface, architec-
ture, forme...) qui affectent le devenir a long terme
des nanoparticules permet d’envisager des stratégies
d’élaboration pour programmer leur cycle de vie et
rendre possible des applications en clinique humaine.
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