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® INTRODUCTION

Les nanoparticules metalliques



@ Deéfinitions

Nanomatériaux:
Assemblage d’atomes dont
au moins 1 dimension < 100nm

Nanoparticules:
Assemblage d’atomes dont
les 3 dimensions < 100 nm

@ Pourquoi utilise-t-on des nanomatériaux ?

Propriétés particulieres dues a leur petite taille et a une forte
proportion d’atomes de surface

= Forte réactivité (notamment de surface)

= Résistance mécanique

= Propriétés physiques particulieres
(magnétique, conductivite)

nb atome de surface / nb atome total

)



@ Flux global de nanomatériaux d’ingénierie en 2010

Production des NPs
Top 10
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1. Cosmetics 48,000
2. Coatings, Paints, & Pigments 80,500
3. Medical 13,400
4. Energy & Environment 43,700

Relargage des NPs

Water
29,200
Air
4,800

Landfill
203,900

5. Electronics & Optics 48,700

6. Automotive

7. Catalysts
8. Other

Domaines d’applications

Keller, A. et al.
J Nanopart Res., 2013

(tonnes/an)



Evolution du nombre de produits commerciaux contenant

@ 27
des nanomatériaux
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2005 2006 2007 2008 2009 2010 2013

Number of products

B Health & Fitness

BHome & Garden 738

O Automotive

O Food and Beverage e.g. cosmetics
sunscreen

B Electronicsand Computer
8 Appliances

B Products for children

O Others

Source: www.nanotechproject.org/



@ Exemples de produits commerciaux contenant des nanomateériaux

Activité Conductivité
biocide

Résistance
meécanique




@ Impact des nanoparticules sur ’environnement et ’homme ?

Voies d’entrées

Inhalation — Appareil respiratoire

Industrial i Pharmaceuticals/persanal ; I -l . 1 .
i . aemens [NIgESTION  —5 Appareil digestif
Food/

Injection

Cansumer water

N@,:
;‘t 4] ’ﬂ Dépot—>Peau

irculati
sanguin

Elimination

Schematic of a Hepatocyte

W Urine Feces
Kurwadkar, J. Hazard. Toxic Radioact. Waste, 2014

@ Effets toxiques ?
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EFFETS DE DOSES SOUS-
TOXIQUES DE
@)  NANOPARTICULES

~ D’OXYDE DE ZINC SUR UN
MODELE D’HEPATOCYTES.

Impact sur I’homeéostasie du zinc et
les mitochondries



: ; : ' ZnO-NP-SVF ' ZnO-NP-silane
@ Nanoparticules d’oxyde de zinc (ZnO-NP): © Sigma 544906 Sigma 721077
Taille primaire < 100 nm 3> nm ..
Modification . Non . Groupement cationic
Enrobage + 50% SVF ' non
Méthodes @ Caractérisation des dispersions de ZnO-NPs:

= E
: . i @ . 5 | 78
Diffusion de la lumieéere (DLS) §. 237+ 1lnm g 8.8
E.|  (Pd20%) g - *32nm
X 2 .| (Pd 19%)
Détermination du diametre -

Diameter (nm) Diameter (nm)

hydrodynamique des particules

Mesure du potentiel zeta

Détermination de la charge globale

Microscopie électronique

Détermination de la forme et de la
taille réelle de NP




Agrégation
' /n0O-NP

# — Dissolution

e
Enrobage ‘.
. lon zinc
Entrée
Alteration, Interaction
Membrane g
Perturbations ?

Homéostasie des métaux
De la balance des ROS
Des mitochondries

Du RE

Expression des génes

Génotoxicité

Etude de la
toxicité in-vitro

Devenir des
nanoparticules
métalliques dans le
milieu de culture et les

cellules



cell viability, % control
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Etude de la toxicite
des ZnO-NPs

Viabilité de cellules
HepG2 apres 24h
d’incubation avec des
Zn0O-NPs ou de 'acétate

de zinc '

Toxicitée des ZnO-NPs
équivalente a celle
du sel de zinc
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@ Homéostasie du zinc dans un hépatocyte

/ Membrane plasmique Appareil de Golgi
? i \+ (\J
o _
ZnT?2 m%@ o ZnT7/ :
' Canalicule

Met : Métallothionéine

ZnT, Zip : transporteurs de zinc
MTF1 : Métallorégulateur,
facteur de transcription

MRE : Metal response element

< /nT1

Zinc @ @ Excés de zinc
@ @ O

()



fold increase

Etude de ’expression des genes impliqués dans
I’homeéostasie des métaux et la réponse au stress oxydant

k% ok
k%
EETY I
e % %
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HSPA6 HMOX GCLM

SOD1

C— control

k% k¥

*
/3 ZnO-NP-silane ]

EE ZnO-NP-FBS
Zn acetate

SOD2

O Homéostasie des métaux

O Réponse au stress oxydant

O Autres

CAT ZnT1 ZnT7 Zipl

MTF1

%k %k *x

1

EGR1

* %k

|

* %k %k

% % %k

I***

hepcidin

Met1X

Facteur d’amplification de I’expression de genes
d’intéréts apres 6h d’incubation avec 90uM ZnO-NPs
ou acétate de zinc. Moyenne +SEM de trois
expériences indépendantes *: p<0,05, ** p<0,01, ***

p<0,001 vs. controle
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fold increase

() Etude de I'expression des genes impliqués dans
I’homeéostasie des métaux et la réponse au stress oxydant

k% k¥
* % % % %k %k

I T C— control ;}l *
* %k %k

* %k %k

% % %k

I***

T - 3 ZnO-NP-silane T
: Stress oxydant moderé
' ﬂ {Réponse a un stress métallique
HSPA6 HMOX <

Réponse similaire des NPs versus ion

Met1X

O Homéostasie des métaux Facteur d’amplification de I’expression de genes

ou acétate de zinc. Moyenne +SEM de trois
O Réponse au stress oxydant expériences indépendantes *: p<0,05, ** p<0,01,

p<0,001 vs. controle
O Autres

d’intéréts apres 6h d’incubation avec 90uM ZnO-NPs
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Dissolution des

100

: Zn0O-NPs dans les
80 { milieux de culture
s | % au cours du temps.
= 60
6 4
20 Incubation 90uM ZnO-
. I — NP dans du milieu
20 e N ONP.ciae complet, prélevements
a différents temps,
0 . . . . filtration 0.1 ym et
° ° o o 20 2 ultracentrifugation puis
time (h) dosage ICP-OES
Protection contre la
= toxicité du zinc par
— - T 7 T y .
g ME - B I’EDTA et le calcium
S s0- % C—— HepG2 CTL
X é % Zn acetate 250uM
2 60 ZnO-NP-FBS 250uM
3 é é ; Z:O-NP-siIane 25%UM LE% Ce!h}les‘H?sz sont
S 40 % % prétraitées a ’'EDTA ou au
e é é calcium avant d’étre
% Z exposées 24h a la dose

toxique de 250 pM de

Zn0O-NPs @




Cell viability, % control

% dissolution
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—o— ZnO-NP-FBS
—=— 7n0-NP-silane

Dissolution des
Zn0O-NPs dans les
milieux de culture
au cours du temps.

Incubation 90uM ZnO-
NP dans du milieu
complet, prélevements

Toxicite lié a I'ion zinc

rents temps,
on 0.1 ym et

Importante dissolution des ZnO-NPsgrifugation puis

0 [CP-OES

pction contre la
ité du zinc par

— HepG2 CTL

wzzzzz Zn acetate 250uM
@ ZnO-NP-FBS 250uM
—= ZnO-NP-silane 250uM

’EDTA et le calcium

Les cellules HepG?2 sont
prétraitées a 'EDTA ou au
calcium avant d’étre
exposées 24h a la dose
toxique de 250 uM de

/n0O-NPs @



zinc pg/cell
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Mesure de
I’accumulation de
— CTL zinc intracellulaire

0,3 1

C—/ Zinc acetate
mEmm ZnO-NP-FBS
pzzzzzd 7n0O-NP-silane T

Importante accumulation intracellulaire de zinc

Profil tres similaire ZnO-NPs / acétate de zinc

N

[ITITITT NN 77727 ] apres différentes

SR SteS Q incubations en présence

Vv b(‘bg ) W@ VA g\ de ZnO-NPs ou zinc
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Images de
microscopie
électronique a
transmission
(TEM) de cellules
hepG2 Controles

Les cellules HepG2 sont
fixées, colorées,
déshydratées et incluses
en résine.

Les images de coupes
de 80 a 240 nm sont
realisées avec un Tecnai
G2 Spirit BioTwin a 120
kV



Images de
microscopie
électronique a
transmission (TEM)
de cellules hepG2
traitées ZnO-NPs ou
acetate de zinc

mellaires

Corps multila

Apres traitements les
cellules HepG2 sont
fixées, colorées,
déshydratées et incluses
en résine.
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| Mitochondries a

it

normal

€S
Les images de coupes de
80 a 240 nm sont

réalisées avec un Tecnai
G2 Spirit BioTwin a 120

kV



@ Entrée du zinc dans la mitochondrie ?

Mitochondrie

?
/nT?2

k\(

Canalicule

Met : Metallothionéine

ZnT, Zip : Zinc transporter
MTF1 : Métallorégulateur,
facteur de transcription

MRE : Metal response element

< /nT1

Protéine a
zinc PS

Zinc @ @ Excés de zinc
@ @ O

@
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Quantité de rhodamine
123 internalisée dans les
cellules, exprimée en %

de fluorescence par
rapport au controle. (@)



Fold Increase
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|Implication de la mitochondrie
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O-NPs ou de I’acétate de
nC.

dans la réponse a un stress zinc {esyre du potentiel
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de fluorescence par
rapport au controle. (@)



cell viability, % control

Role de

I’autophagie
—— Control dans la rep_onse
== 7ZnO-NP-silane au stress zinc

mm /nO-NP-FBS
Zn acetate
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= Les cellules HepG?2
sont prétraitées avec
la bafilomicyn A avant
d’étre exposées 24h a
90 ou 250 uM de ZnO-
NPs ou d’acétate de
zinc

20 A
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toxique de zinc
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Role de
I’autophagie
dans la réponse
au stress zinc

Les cellules HepG2 sont
prétraitées avec la
bafilomicyn A avant
d’étre exposées 24h a
90 ou 250 uM de ZnO-
NPs ou d’acetate de zinc
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® CONCLUSIONS



- ROS« " °

GCLM

HMOX

Appareil de golgi

E%ytose

ZnT7 / _
J Canalicules

Met @

Y

Met : Métallothionéine

ZnT, Zip : transporteurs de zinc
MTF1 : Métallorégulateur,
facteur transcriptionnel

MRE : Metal Response Element

. ZnO-NP

Dissolution

Effets des ZnO-NPs
liés a la libération
d’ions.

Pas d’évidence
d’effets
spécifiques »
Nano ».

Stockage de zinc en
exces dans la
mitochondrie,
potentiellement via
TATEERE

Altération du
potentiel
mitochondrial.

La mitochondrie est
impliquee dans la
réponse précoce au

stress zinc (@)
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