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RESUME

De par leurs propriétés, les nanoparticules suscitent des sentiments tres contrastés. Elles sont
considérées comme prometteuses dans de nombreux champs d’application, notamment dans le domaine
médical. Beaucoup d’approches thérapeutiques utilisent aujourd’hui des nanoparticules comme par
exemple, pour soigner les cancers. Cependant, les nanoparticules sont également vues comme une source
potentielle de danger pour la santé humaine, en particulier lorsque I'on considéere les crises sanitaires
historiques liées a I'inhalation répétée de particules de silice cristalline ou de fibres d’amiante qui provoque
de graves maladies telles que la silicose et I'asbestose. Les macrophages alvéolaires sont aujourd’hui connus
pour jouer un réle central dans I’évolution de ces deux maladies. Nous nous sommes donc intéressés aux
aspects a la fois positifs et négatifs des nanoparticules. Dans un premier projet, afin de répondre a un
probleme de santé publique, nous avons étudié I'effet de différents types de nanoparticules de silice
amorphe sur la dérégulation des fonctionnalités principales des macrophages. Les principaux tests effectués
ont montré un effet important sur les macrophages lorsque les nanoparticules de silice sont a des
concentrations subtoxiques, en revanche nous avons seulement observé un léger effet lorsque les
macrophages sont exposés a des doses journalieéres équivalentes aux normes d’exposition imposées. Dans
un deuxiéme projet, nous avons développé une stratégie de cheval de Troie dans laquelle des macrophages
différenciés in vitro servent a véhiculer une grande quantité de nanoparticules d’oxyde de fer
photoactivables au niveau des sites tumoraux, cela afin d’améliorer les radiothérapies actuelles. Les premiers
tests ont démontré que le Ferinject® était peu toxique pour les macrophages méme a de fortes
concentrations. Ensuite, les expérimentations pré-cliniques effectuées sur la souris ont validé notre concept
puisque les macrophages injectés dans la circulation sanguine sont capables de migrer vers la tumeur.

% %k %

ABSTRACT

Because of their properties, nanoparticles have generated opposed views. They are perceived as
promising in many fields of application, particularly in medicine. Nanoparticles are currently used in many
therapeutic approaches such as cancer therapy. However, in view of past health crises related to the
repeated inhalation of crystalline silica particles and asbestos fibers, nanoparticles are also viewed as a source
of potential risks for human health. Alveolar macrophages are now known to play a major role in the
evolution of these two diseases. We thus chose to study both the positive and negative aspects of
nanoparticles. In order to address a public health issue, our first project focused on the effect of different
types of amorphous silica nanoparticles on the disruption of the main functionalities of macrophages. The
main tests performed showed a significant effect on macrophages when amorphous silica nanoparticles were
tested at subtoxic concentrations. However, we only observed minor effects when macrophages were
exposed to a daily dose equivalent to the safety standards. For the second project we developed a Trojan
horse strategy using macrophages to bring a significant quantity of photoactivatable nanoparticles to the
tumor site so as to improve current radiotherapies. The first assays proved that Ferinject® was not toxic to
macrophages even at high concentrations. Then, the pre-clinical experiments performed on mice validated
our strategy because macrophages injected into the bloodstream were able to migrate toward the tumor.
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Les nanomatériaux suscitent un intérét croissant dans de nombreux domaines
industriels grace aux propriétés physico-chimiques qui leurs sont propres. Plusieurs centaines
de milliers de tonnes de nanomatériaux sont produites chaque année dans le monde et sont
utilisées dans un vaste choix d’applications. Les nanoparticules manufacturées sont par
exemple présentes dans des composés électroniques, dans des produits cosmétiques et
alimentaires et elles sont aussi de plus en plus utilisées en médecine, etc. Cette omniprésence
leur confére donc un fort potentiel d’exposition pour les consommateurs mais surtout pour
les travailleurs pour qui les risques d’exposition sont plus importants notamment par
inhalation. Par conséquent, les nanoparticules suscitent aujourd’hui de réelles inquiétudes de

santé publique.

La nouveauté des nanomatériaux et leur développement extrémement rapide a rendu
compliquée la mise en place de normes sanitaires par les instances gouvernementales. C'est
pourquoi les études concernant la toxicité des nanoparticules sont de plus en plus
nombreuses. Elles ont démontré que les interactions avec les systémes biologiques sont tres
différentes d’une particule a I'autre, mettant ainsi en exergue que la toxicité intrinseque des
nanoparticules ne peut pas étre généralisée a I'ensemble des composants nanoparticulaires.
D’autres parametres doivent étre pris en compte tels que les matériaux qui les constituent, la
dose d’exposition, la forme, la stabilité, etc. La possibilité d’étre exposé aux nanoparticules
par des voies diverses (cutanée, respiratoire et digestive) contribue aussi a complexifier
I’évaluation des effets des NPs sur I'organisme. De plus, plusieurs études ont démontré
gu’elles sont capables de franchir les différentes barrieres épithéliales pour se répandre dans
I’organisme et donc induire des effets sur d’autres organes. Les études de toxicité nécessitent

donc de multiplier les modéles expérimentaux in vitro et in vivo afin de confronter I’ensemble
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des recherches effectuées sur ce sujet. Malgré les divergences occasionnelles de résultats
dans la littérature, la multiplication et la comparaison des données scientifiques sur la toxicité
des nanoparticules améliorent les connaissances qui sont de plus en plus précises et qui sont

nécessaires pour définir des réglementations.

Dans le cadre de ma these, le choix d’étudier I’effet intrinséque des nanoparticules sur
le systéme immunitaire et notamment sur les macrophages ne semble pas dénué de sens. En
effet, les macrophages sont présents dans presque tous les tissus de I’'organisme afin d’assurer
une veille immunologique, en particulier dans les zones les plus susceptibles d’étre en contact
avec l'extérieur et par conséquent avec les NPs (peau et muqueuses). De plus, les
macrophages sont des cellules phagocytaires professionnelles. Leurs fortes capacités
endocytaire et phagocytaire leur permettent donc d’ingérer une grande quantité de
particules. Cette caractéristique, de méme que leur localisation, font d’eux des cellules qui

interagissent de maniére privilégiée avec les nanoparticules.

Enfin, les macrophages jouent un réle central dans le bon fonctionnement du systeme
immunitaire a la fois inné et adaptatif grace a la production de médiateurs chimiques. lls
participent aux réponses inflammatoires par la sécrétion de molécules pro- ou anti-
inflammatoires et influent sur le renouvellement tissulaire via I'élimination des débris
cellulaires. Les macrophages sont par conséquent indispensables a la coordination des
défenses immunitaires, de la réponse inflammatoire et de I’homéostasie tissulaire. Une
modification de leurs fonctionnalités (par exemple causée par |‘accumulation de
nanoparticules) peut donc avoir des répercussions plus larges sur I'ensemble des tissus de

I'organisme. Les effets immunotoxiques possibles sont I'immunosuppression ou au contraire
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la stimulation inappropriée du systeme immunitaire (hypersensibilité, allergies et
manifestations auto-immunes). C'est donc pour I’ensemble de ces raisons qu’il est important

de connaitre I’effet des nanoparticules sur les fonctionnalités des macrophages.

%k %k %

La premiére partie de ce manuscrit qui décrit le systéme immunitaire, se focalise sur le
role central gu’occupent les macrophages dans le systéme immunitaire et I'importance des
interactions qu’ils peuvent avoir avec leur environnement. Elle détaille ensuite les fonctions
principales des macrophages : la capacité phagocytaire et la possibilité d’orienter la réponse
inflammatoire via la sécrétion d’une multitude de médiateurs chimiques. Ces derniers sont
par ailleurs eux-mémes influencés par les récepteurs enrolés lors de I'étape de phagocytose.
Enfin, elle décrit de maniére non exhaustive différents types de pathologies associées a la
dérégulation des macrophages. La deuxieme partie de la synthése bibliographique s’intéresse
aux nano-objets et aux systemes nanoparticulaires. Elle décrit également I'impact de
I’émergence des nanotechnologies dans notre société ainsi que les risques pour la santé
humaine. Elle s’appuie sur des faits antérieurs tels que les crises sanitaires de I'amiante et de
la silice cristalline qui ont causé des maladies inflammatoires pulmonaires pouvant évoluer
vers certains types de cancers du poumon. Enfin, cette partie mentionne de maniére succincte
les avantages et les attentes que suscitent les nanoparticules dans de nombreuses thérapies

dont les stratégies anticancéreuses.

%k %k %
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Mes travaux de thése se décomposent en deux principaux projets et un travail
préliminaire. Ce dernier met en évidence l'influence du milieu de culture sur la réponse
cellulaire et montre ainsi I'importance de multiplier les modeles expérimentaux lors des
études de toxicité telles que celles liées aux nanoparticules. Ce travail a été valorisé par une

publication en 2016 dans le journal Proteomics.

Le premier projet s’appuie sur les données toxicologiques concernant la silice cristalline
ainsi que sur des résultats en protéomique déja obtenus. Nous nous sommes efforcés
d’étudier les fonctionnalités des macrophages apres avoir été en contact avec deux types de
nanoparticules de silice amorphe (précipitée ou pyrogénique) largement utilisés en industrie
et dont les risques pour la santé ne sont pas encore avérés. Ce projet a permis d’aboutir a une

publication en 2017 dans le journal Nanoscale.

Le deuxiéme travail de thése consiste a étudier les effets des nanoparticules d’oxyde de
fer sur les macrophages. Ce travail entre dans un contexte d’amélioration des stratégies
thérapeutiques contre des cancers résistants aux traitements actuels tels que les
glioblastomes. Il a pour objectif d’améliorer les radiothérapies actuelles par I’activation de
métaux via des rayonnements X de faible intensité. Cette stratégie thérapeutique utilise les
macrophages comme un cheval de Troie afin de vectoriser spécifiquement et en grande
guantité des nanoparticules d’oxyde de fer au niveau des sites tumoraux. Un article est

actuellement soumis aupres du journal Nanoscale.
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L’ensemble des travaux ont été effectués sur différents types cellulaires de macrophages
en comparant la réponse des lignées cellulaires facilement cultivables avec les macrophages

primaires dont les caractéristiques sont plus proches des conditions réelles.
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Partie 1 : Le systéme immunitaire

1. Bref rappel historique

La notion d’'immunité a été mise en évidence dés la Gréce antique pendant la guerre du
Péloponnése en 400 avant notre ére. A cette époque, |'historien et politicien Thucydide mit
en évidence que seules les personnes ayant guéri spontanément de |'épidémie de fievre
typhoide survenue pendant la guerre étaient capables de s’occuper des personnes atteintes
par cette méme maladie sans retomber malades.

Ce phénomene démontra qu’il existait un moyen efficace mis en place par notre
organisme dont le but est de se protéger contre la maladie. La notion d'immunité a
progressivement permis de mettre en évidence la présence de micro-organismes pathogenes
(Robert Koch et Louis Pasteur — XIXeme siécle), de mettre en place dans un premier temps des
techniques de variolisation (Théodore Tronchin — XVIlleme siecle) pour aboutir ensuite a des
méthodes de vaccination efficaces qui ont considérablement amélioré la santé publique

mondiale (Edward Jenner, Robert Koch et Louis Pasteur — XVIII et XIXeéme siecles).

2. Généralités sur le systéeme immunitaire

Chaque jour, nous sommes exposés a des millions de microorganismes étrangers
potentiellement pathogenes, que ce soit par contact, par ingestion ou par inhalation. Notre
organisme doit donc mettre en place différentes stratégies, d’'une part pour limiter I'entrée
de ces pathogenes dans I'organisme, et, d’autre part pour pouvoir éliminer le plus rapidement

et le plus efficacement possible I'agent étranger lorsque celui-ci a réussi a s’établir dans notre
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organisme. Ces différents moyens de défense sont regroupés sous le nom de systéme
immunitaire. Celui-ci n’a cessé de se complexifier au cours de I’évolution des espéces pour se
diviser en deux sous-catégories appelées systeme immunitaire inné (non spécifique) et
systéme immunitaire adaptatif (spécifique). (Bleyzac et al., 2005; Travis, 2009) Ces deux sous-
catégories se distinguent aussi bien par leur champ d’action que par leur chronologie
d’exécution. Elles doivent en revanche obligatoirement collaborer entre elles pour bien

fonctionner (Figure 1).

Innate immunity

Adaptive immunity
(rapid response)

(slow response)

Dendritic cell Mast cell

Macrophage

Natural
killer cell

Complement

Basophil

Natural
killer T cell

Eosinophil

Granulocytes

Neutrophil ]

Figure 1. Cellules du systéme immunitaire inné et adaptatif. D’aprés Dranoff G. — Nature
Reviews. Cancer. 2004.

Méme si nous subissons de nombreuses agressions extérieures et sommes
constamment en contact avec des pathogenes, ceux-ci réussissent rarement a créer un foyer
infectieux. Les mécanismes de défense mis en place par |'organisme sont donc en regle
générale trés efficaces. Le systeme immunitaire inné constitue la premiere étape de défense.

Dans un premier temps, ce sont les barrieres physiques telles que la peau et les muqueuses
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qui empéchent I'entrée du pathogéne dans les tissus et sont capables de sécréter des
molécules chimiques telles que des agents bactéricides. Dans un second temps,
la présence de cellules immunitaires situées au sein de ces barrieres assurent une veille
immunologique aspécifique dans le but d’induire une réponse immunitaire locale, rapide et
dirigée contre n’importe quel agent infectieux ayant réussi a pénétrer dans I'organisme.

Enfin, lorsque le systeme immunitaire inné ne
suffit plus a contrer le pathogéne, il est secondé par le systéme immunitaire adaptatif qui
assure une réponse immunitaire de plus longue durée, généralisée a tout I'organisme et

orientée plus spécifiquement contre I’agent infectieux.

3. Le systéme immunitaire inné

3.1. Les barriéres physiques

La peau et les muqueuses qui la prolongent sont des parois qui séparent I'intérieur de
I'organisme de [’extérieur. Elles sont par conséquent constamment en contact avec
I’extérieur. La peau recouvre I'ensemble du corps alors que les muqueuses, peu visibles,
tapissent les cavités internes de |'organisme telles que les tractus respiratoire, digestif,
reproducteur et urinaire. La peau et les muqueuses sont les premiéres zones a étre en contact
avec des toxiques potentiels. Elles servent régulierement de zones d’échanges entre
I oxtéri et , . , . .
extérieur et l'intérieur de I'organisme. C'est le cas des échanges gazeux au niveau des
poumons ou de I'absorption des nutriments dans l'intestin. C'est pourquoi elles se doivent
- N . , . n . . , .
aussi d’assurer les premiéres défenses de I’organisme empéchant ainsi le toxique d’entrer a

I'intérieur des tissus. La peau et les muqueuses sont d’abord constituées de cellules
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épithéliales qui sont reliées entre elles par des jonctions serrées et qui reposent sur une lame
basale, assurant le maintien et 'adhésion au tissu conjonctif (nommé aussi chorion) (Figure
2). Du fait de la présence de jonctions serrées entre les cellules épithéliales et dans certains
cas, de la présence de couches successives de cellules, les muqueuses restent imperméables

a la majorité des pathogenes.

Simple squamous Stratified squamous
* Lines blood vessels 41 *Outer layer of skin
and air sacs = mouth, vagina
of lungs !
* Protects against
* Parmits exchange abrasion, drying
of nutnents, wastes, out, infection
and gases
Simple cuboldal Stratified cuboidal
* Lines ducts of
* Lines kidnoy
tubules and glands sweat glands
* Secretes and * Secrotas water
reabsorbs water and ions
and small molecules
Simple columnar
* Lines most Stratified columnar
digestive organs |
* Lines epididymus,
* Absorbs nutnents, | mammary glands,
producas mucus larynx
* Secrotes mucus
Goblet cell
Basoment
membrane

Figure 2. Les différents épithéliums recouvrant la surface et les cavités de ’organisme.
D’aprés Cummings B. — Addison Wesley Longman Inc. 2001.

L’épithélium est lui-méme parfois protégé grace a la présence de mucus a sa surface
apicale. Celui-ci est sécrété par exocytose via des cellules spécialisées présentes au niveau de
I’épithélium qualifiées de « cellules caliciformes » (ou « cellules a gobelet ») (Figure 3). Le
mucus est un gel viscoélastique qui se présente comme un film fin qui est composé de
glycoprotéines telles que la mucine et forme ainsi un réseau capable de piéger les agents

toxiques afin de faciliter leur expulsion a I’extérieur de I’organisme. Il remplit de nombreuses
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fonctions protectrices contre les stress mécaniques et réduit considérablement la possibilité

de contact entre I'"épithélium et des agents toxiques qu’il s’agisse d’une simple poussiere, de

bactéries, de virus ou d’agents allergenes. (Rogers, 2007)

C
»
o
Mucin monomer .
S HM ‘f

Figure 3. Aspect du mucus sécrété par les cellules caliciformes. A- Observation par
microscopie électronique de bronches humaines (M= Mucus ; C = Cils). B- Cellules
caliciformes contenant du mucus (M = Mucus contenu dans des granules ; L = Lumiere ; C
Cils ou microvilosités ; CG = Cellules a gobelet). C- Mucus (M) sécrété par les cellules
caliciformes. D- Représentation schématique de la mucine formant un réseau de mucus.
D’apres Rogers R.F. — Respir Care. 2007.

3.2. Les substances chimiques

Comme vu précédemment, les muqgueuses et la peau sont capables de sécréter des
substances telles que le mucus et n’ont donc pas seulement un role de barriére physique. Elles
jouent aussi un réle actif pour neutraliser le pathogene en libérant de nombreuses substances
toxiques. Ces sécrétions sont communément connues sous le nom de larmes, salive, sueur,
sébum, sucs gastriques, sécrétions respiratoires etc. Elles jouent un réle antibactérien soit par

acidification du pH, soit par la présence d’acides gras (Nakatsuji et al., 2010) ou de lysozyme.
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Les muqueuses sont également capables de sécréter des peptides antimicrobiens regroupés
sous le nom de défensines. De plus, lorsque les
cellules épithéliales sont endommagées, elles libérent de I'interféron (INF) dont les réles
principaux sont d’augmenter les défenses anti-virales ou antibactériennes des cellules saines

avoisinantes et de recruter des cellules immunitaires au niveau du lieu de l'infection.

La circulation sanguine possede aussi des effecteurs chimiques libres tels que le systeme
du complément. Celui-ci est un facteur déterminant du systéme immunitaire non-spécifique.
Il représente plus de trente protéines du plasma qui conduisent en cas de besoin a la
formation de pores au niveau des membranes des pathogenes induisant ainsi leur lyse. Les
pores résultent de la polymérisation des protéines C9, C5b, C6, C7 puis C8 du complément,
I'ensemble est appelé complexe d’attaque membranaire (CAM). Le systeme du complément
peut également générer de puissants médiateurs pro-inflammatoires via I'activation des
cellules immunitaires et d’opsoniser des pathogénes (via par exemple la protéine C3b du
complément) dans le but de favoriser leur phagocytose par les cellules phagocytaires (Figure

4).
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Figure 4. Le complément et son role dans 'immunité innée. A- Le complément formant le
complexe d’attaque membranaire. B- Role du complément dans [’activation des cellules
immunitaires innées. C- Phénomene d’opsonisation favorisant la phagocytose des pathogenes
par les cellules phagocytaires. D’aprés Dunkelberger J.R. — Cell Res. 2010.

Les cellules de I'immunité innée et les médiateurs chimiques collaborent étroitement
entre eux car de nombreux médiateurs chimiques ont un role dans le recrutement et

I’activation des cellules immunitaires au niveau du site infectieux. Les cellules immunitaires

sont quant a elles, capables de sécréter des agents bactéricides ainsi que de nombreuses

32



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

molécules pro- inflammatoires (cytokines) afin d’attirer un plus grand nombre de cellules

immunitaires.

3.3. Descriptions des différents types cellulaires de I'immunité innée

Presque toutes les cellules immunitaires sont issues de cellules souches
hématopoiétiques présentes dans la moelle osseuse. Les cellules de I'immunité innée
proviennent principalement de la lignée myéloide qui regroupe différents types cellulaires tels
que les granulocytes (polynucléaires neutrophiles, basophiles et éosinophiles), les mastocytes,
les monocytes/macrophages et les cellules dendritiques. Les lymphocytes Natural Killer (NK)
sont quant a eux issus de la lignée lymphoide (Figure 5). Chacun de ces types cellulaires se
distingue par sa morphologie mais surtout par son implication dans la lutte antimicrobienne.
En effet, certaines cellules sont connues pour jouer préférentiellement un réle antimicrobien
soit en détruisant la cellule infectée soit par dégranulation de molécules microbicides dans le
milieu extracellulaire (lymphocytes NK et polynucléaires éosinophiles).

D’autres ont un réle plus centré sur l'initiation et la régulation de I'inflammation
(polynucléaires basophiles et mastocytes). Enfin, les cellules telles que
les monocytes/macrophages et les polynucléaires neutrophiles, sont des cellules
présentatrices d’antigenes (CPA) capables de phagocyter |'agent infectieux pour ensuite
présenter les peptides antigéniques a leur surface, cela afin de servir d’'intermédiaires entre
la réponse immunitaire innée et la réponse immunitaire adaptative. Ces cellules ont aussi un
role essentiel dans la régulation de la réponse inflammatoire.

Les cellules dendritiques sont principalement des CPA.
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Figure 5. Schéma simplifié de I’hématopoiese. Adapté de Blank U. et Karlsson S. — Blood

2015 et Stuart H. — Cell 2008.

3.4. Reconnaissance de I’agent infectieux par les cellules de I'immunité innée

Les cellules de I'immunité innée posseédent une diversité de récepteurs appelés

« récepteurs de reconnaissance aux motifs moléculaires » (PRRs). lIs permettent aux cellules

immunitaires de reconnaitre un large spectre de motifs moléculaires associés a des signaux

de danger. Les PRRs présents a la surface des cellules immunitaires sont soit des récepteurs

aux sucres bactériens, soit des récepteurs de type Toll (TLRs). Les motifs reconnus comme

dangereux sont regroupés sous le nom de « motifs moléculaires associés aux pathogénes »

(PAMPs). Parmis ces PAMPs produits ou portés par des agents pathogénes on retrouve les

lipopolysaccharides (LPS), les lipoprotéines, les glycolipides, les acides nucléiques viraux ou
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bactériens, etc. La modification de la surface ou la sécrétion de produits libérés par des cellules
altérées tels que par exemple les fragments d’ADN génomiques et mitochondriaux, les heat
shock protéines (HSP), des composés de la matrice extracellulaire (MEC), des composés portés
par les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe | (CMH 1), etc. peuvent
étre également reconnues par les PRRs. Ces composés sont appelés DAMPs pour « motifs
moléculaires associés aux dégats » (Figure 6). (Rosin and Okusa, 2011; Schaefer, 2014;
Srikrishna and Freeze, 2009) Aprés reconnaissance des divers signaux de danger, les cellules
de limmunité activent des mécanismes de phagocytose et/ou initient la réaction

inflammatoire dans le but de neutraliser rapidement I'infection.

Bacterial lipoproteins LPS (Gram-negative)
Bacterial lipoarabinomannans Taxol (plant)
LPS (Leptospira, P. gingivalis) Viral proteins
Peptidoglycan (Gram-positive) Hsp60 (host)
Zymosan (yeast) Fibronectin (host)
GPIl anchor (T. cruzi) Fibrinogen (host)
& 1gG1,
Viral TLR2, 1gG3 (host)

dsRNA

TLR1&6

TLR4/ \

MD-2 NKG2D/

CcD16 DAP10
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glucan & glycolipids
scavenger KIR/
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Bacterial K CpG DNA
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Figure 6. Présentation non exhaustive des récepteurs de signaux de danger portés par les
cellules du systéme immunitaire inné. D’aprés O’Farrely et Doherty D.G. — A short Primer
on Fundamental immunology - Liver immunology. 2007.
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3.5. Les différentes étapes de la réponse inflammatoire

Toute blessure engendrée par des infections, des plaies, des allergies ou des brilures
induit une inflammation. Ce phénomeéne observé et vécu par chacun de nous a été décrit pour
la premiére fois il y a environ 2000 ans par le médecin Aulus Cornelus Celsus qui a identifié
quatre signes cardinaux de I'inflammation : rougeur, gonflement, douleur et chaleur. Un siecle
plus tard le médecin Claude Galien ajouta la notion de « perte de fonctions »

Cen’est qu’en 1846 et 1867 que les médecins Augustus Volney Waller et Julius
Friedrich Cohnheim apporterent des descriptions supplémentaires sur
le déroulement de lI'inflammation. Ils décrivirent grace a la microscopie une dilatation des
vaisseaux sanguins, un afflux de sang augmenté et un recrutement de leucocytes plus
important au niveau des zones lésées. Aujourd’hui, bien que tous les mécanismes de
I'inflammation demeurent complexes et difficiles a élucider, de nombreuses découvertes ont
apporté des connaissances supplémentaires quant au déroulement de la réaction
inflammatoire. Généralement, celle-ci est organisée en trois grandes étapes faisant intervenir
des médiateurs chimiques et cellulaires précis. Les différentes étapes qui suivent I'apparition
d’une lésion sont les suivantes : I’hémostase, les phases inflammatoires précoces et tardives

et la phase de réparation tissulaire.

3.5.1. L’hémostase

De 0 a quelques heures apres I'apparition d’une plaie, les premiers acteurs de la réaction
inflammatoire autres que les cellules |ésées sont les plaquettes.

Ces dernieres s’agglomeérent autour des protéines libres de la matrice extracellulaire

36



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

(ex : collagene) pour colmater la plaie et réduire ainsi le flux sanguin. Les risques d’hémorragie
et d’infection sont alors réduits. Par la suite, les plaquettes libérent des « granules » riches en
histamine, en sérotonine, en facteurs de croissance et en cytokines, etc. Ces molécules
participent aux phénomeénes inflammatoires comme la vasodilatation, 'augmentation de la
perméabilité vasculaire et I'angiogenése. Ces médiateurs ont un effet chimio-attractif et
activent les cellules immunitaires circulantes du sang vers le site |ésé. Eveillée par la présence
de PAMPs et de DAMPs, la faible portion de cellules immunitaires résidantes comme les
mastocytes et les macrophages activent des voies de signalisation intracellulaires telles que
les facteurs de transcription NF-kB et MAP kinases. Ces signaux sont nécessaires a |’expression
d’un large nombre de génes produisant de nombreuses cytokines et chimiokines pro-

inflammatoires ainsi que divers peptides antimicrobiens.

3.5.2. l'inflammation

L’étape d’inflammation se déroule approximativement entre 1 et 5 jours post-lésion. Les
premieres cellules immunitaires circulantes a infiltrer la plaie sont les polynucléaires
neutrophiles. Pour ce faire, ils adhérent aux cellules endothéliales grace a I’expression de
molécules d’adhésion (ICAM, VCAM et les e-sélectines) a leur surface. Les neutrophiles
peuvent ainsi traverser la barriere endothéliale et sortir des vaisseaux sanguins par
extravasation et migrer dans le tissu jusqu’au site lésé. Les chimioattractants relargués a la
fois par les cellules lésées, les plaquettes et les cellules immunitaires résidantes orientent les
neutrophiles jusqu’a la lésion. Les neutrophiles représentent 60% des leucocytes du sang et
occupent une place particulierement importante dans |’étape précoce de I'inflammation (1 a

3 jours post-lésion). Les neutrophiles participent au maintien et a I'amplification de
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I'inflammation en produisant des cytokines telles que le TNF-a, I'll-1B, I'lIL-6, I'lL-12 etc. En
revanche, leur fonction principale est d’éliminer la majorité des particules et microorganismes
présents sur le site inflammatoire via des mécanismes de phagocytose qui consistent a ingérer
et digérer les microorganismes dans des vésicules riches en hydrolases et en métabolites
oxygénés. L’élimination des pathogenes se fait aussi via la libération de radicaux libres
oxygénés toxiques (tels que les ROS, le NO, I'H,0,, etc.) a I’extérieur de la cellule. Ceci créent
cependant des dommages additionnels au niveau des tissus qui compliquent la réparation
tissulaire ultérieure. A cette étape de l'inflammation, du fait de leur courte durée de vie
(environ 24h), les neutrophiles s’accumulent en grand nombre au niveau de la lésion. Les
monocytes circulants différenciés en macrophages au niveau des tissus atteignent la plaie
environ 3 jours post-lésion. lls ont un role essentiel dans le maintien du processus
inflammatoire (macrophages de type M1 sécréteurs de TNF-a, d'IL-1B, d’IL-6, d'IL-12, etc.) et
comme les neutrophiles, les macrophages inhibent l'infection via les mécanismes de
phagocytose et via la sécrétion de radicaux libres oxygénés dans le milieu extracellulaire.
Cependant, contrairement aux neutrophiles, les macrophages interviennent aussi dans la
phase tardive de l'inflammation en initiant I'arrét du processus inflammatoire et en
participant a I’élimination de I’excés de neutrophiles. En effet, les macrophages sont capables
d’induire I'apoptose des neutrophiles et de les éliminer par phagocytose.

Ce phénomeéne appelé efferocytose semble orienter la polarisation
des macrophages en macrophages « anti-inflammatoires » de type M2 sécréteurs de
cytokines tels que I'lL-4, I'IL-10, I'lL-13, et le TGF-B afin d’initier un processus de réparation

tissulaire (Figure 7).
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Figure 7. Principaux acteurs de ’inflammation (de ’initiation par les neutrophiles a la
résolution par les macrophages). D’aprés Landén N.X. et all — Cell. Mol. Life Sci. 2016.

3.5.3. La réparation tissulaire

Cette étape s’étale sur une période d’environ deux semaines apres l'inflammation et
elle est caractérisée par une élimination de I'’ensemble des débris résiduels. Les débris
comprennent les tissus morts, les corps apoptotiques, les pathogenes neutralisés, le sang
coagulé, etc. Cette étape nommée détersion est essentielle a la cicatrisation et est
principalement effectuée par les macrophages. Il s’ensuit une ré-épithélialisation de la plaie
grace a la migration et a la prolifération des cellules constituant le tissu Iésé (ex: les
kératinocytes pour la peau). Ce phénomene est principalement dd a la levée de I'inhibition de

contact entre les cellules et aux multiples signaux tels que des cytokines et des facteurs de
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croissance. En paralléle, les composants de la matrice extracellulaire (collagene, fibrine et
fibronectine) vont étre a nouveau synthétisés par différents types cellulaires tels que les

fibroblastes. La mise en place d’un nouveau systéme vasculaire est également observée.

4. Le systeme immunitaire adaptatif

L'étape d’inflammation initiée par le systéme immunitaire inné s’accompagne de
I’activation des cellules de I'immunité adaptative. Ces derniéres vont apporter une réponse
plus ciblée et spécifique a I'antigéne reconnu ainsi qu’une réponse mémoire qui facilitera
I’élimination de I’agent infectieux lorsque celui-ci sera a nouveau en contact avec |’organisme.
Par conséquent, les cellules de lI'immunité adaptative jouent un réle essentiel et
complémentaire a celles de I'immunité innée. L'activation de I'immunité adaptative débute
avec les CPA (cellules dendritiques, macrophages et neutrophiles) qui présentent les antigenes
(Ag) par I'intermédiaire du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) aux lymphocytes T
(LT). Les LT sont les premieres cellules de I'immunité adaptative a étre activées par le
complexe CMH-peptide antigénique. Celui-ci est reconnu spécifiquement par les récepteurs
de surface nommés « récepteurs des cellules T» (TCR). Dans 95% des cas, ceux-ci sont
constitués de deux chaines peptidiques de type a et B et dans les 5% des cas restant, de
chaines de type y et 6. Chacune de ces chaines comporte un domaine variable reconnaissant
I’Ag présenté par les CPA et un domaine constant rattaché a la membrane plasmique par une
partie transmembranaire. Le domaine variable présente une grande diversité grace a la
recombinaison des génes V (variable), D (diversité) et J (jonction) pour les chaines B et 6 et
des genes V et D pour les chalnes a et y. Le gene C (constant) code pour les domaines

constants du TCR. La multitude de génes V,D et J et les réarrangements qui ont lieu au cours

40



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

de la maturation des chaines peptidiques augmentent considérablement la spécificité et la
diversité du répertoire de reconnaissance des antigenes présentés parle CMH (Figure 8). Cette
diversité de combinaison pourrait théoriquement atteindre jusqu’a 10 de types de TCR.
(Davis and Bjorkman, 1988) Cependant la taille réelle mesurée du répertoire atteint plutét 108

récepteurs différents. (Arstila, 1999)
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Figure 8. Description du TCR. A-Réarrangement des genes V-D-J codant pour les chaines
des récepteurs lymphocytaires. B- Schéma du TCR et reconnaissance antigénique. D’aprés
O’Farrely et Doherty D.G. — A short Primer on Fundamental immunology - Liver
immunology. 2007. Et Elsevier Science / Garland publishing 1999.

Les CPA présentent les peptides antigéniques via le CMH de type |l reconnu par les LT
CD4 naifs. Cette reconnaissance ainsi que la présence de signaux de stimulation
complémentaires créent une synapse immunologique entre ces deux cellules qui est
nécessaire a la stimulation des LT CD4. Les LT CD4 se différencient ensuite de maniére distincte
en fonction des cytokines sécrétées par les CPA. L'IL-12, L'INF-y et les TNF-B induisent une
différenciation en lymphocytes T auxiliaires 1 (LT H1) nécessaires a |'activation de I'immunité
a médiation cellulaire gérée par les lymphocytes T cytotoxiques (LT CD8) qui, eux méme
doivent étre également activés par les peptides antigéniques issus du CMH de type 1. En

revanche, L'IL-4 induit la différentiation des LT CD4 en LT H2 qui jouent un réle dans
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I"activation des lymphocytes B (LB) capables de sécréter des immunoglobulines (Ig) plus
connues sous le nom d’anticorps (Ac) et qui sont responsables de I'immunité a médiation

humorale (Figure 9).
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Figure 9. Représentation simplifiée de ’activation du systéeme immunitaire adaptatif.
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5. Le macrophage : une cellule polyvalente dans le systéeme immunitaire inné

5.1. Découverte des macrophages, origine et évolution

La notion de cellules phagocytaire a été mise en évidence en 1866 par le zoologiste et
pathologiste Elie Metchnikoff. Au cours de sa carriére, ses travaux menés sur les vers marins
turbellariés ont permis de mettre en évidence I'existence de cellules individuelles capables
d’ingérer et de stocker des nutriments a I'intérieur de la cellule. En revanche, ce n’est qu’a
partir de 1883 via ses travaux sur des larves d’étoiles de mer transparentes que Metchnikoff
valide la présence de cellules motiles programmées pour lutter contre des agressions
extérieures. Ces cellules sont capables de se regrouper vers les éléments étrangers afin de les
ingérer. Mettant ainsi en lumiére la notion de cellule phagocytaire ou de phagocyte du grec
« phagein », manger et « kutos », cellule (Figure 10A). Enfin, c’est entre les années 1884 et
1887 que ses études sur les vertébrés lui permirent de montrer la présence de
« macrophages » et de « microphages » dans |'organisme capables de lutter contre des
bactéries pathogénes via des mécanismes de phagocytose (Figure 10B).

L’ensemble de ces découvertes lui valurent un prix Nobel de médecine
en 1908 partagé avec Paul Ehrlich dont les recherches portaient davantage sur le systeme

immunitaire adaptatif.
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Figure 10. Découverte des macrophages par E.Metchnikoff. A- Phagocytes essayant
d’englober une épine de rose insérée dans une larve d’étoile de mer. D’aprés Beck G. et
Habitch G.S — Sci. Am. 1996. B- E. Metchnikoff et ses dessins de bactéries phagocytées par
des macrophages et des microphages d’aprés Kaufman S.H.E. — Nat. Immunol. 2008.

5.2. Les fonctions du macrophage chez ’lhomme

Les recherches récentes menées sur la compréhension du systeme immunitaire ont
permis de mettre en valeur le réle central des macrophages issus des monocytes circulants du
sang dans le bon fonctionnement des systémes immunitaires inné et adaptatif ainsi que leur
role essentiel dans I’lhoméostasie tissulaire. La sensibilité des macrophages aux divers signaux
émis par leur environnement leur permet de se polariser suivant une large gamme de
possibilités en fonction des besoins de I'organisme. Dans le cadre d’une infection et suite aux
stimulations par les PAMPs (comme par exemple le LPS), par I'INF-y et le TNF-q, ils peuvent
se différencier en macrophages de type M1 dits « inflammatoires ». Les M1 ont un role
primordial dans la lutte anti-microbienne, l'initiation et I'amplification de la réponse
inflammatoire. Dans le cas de stimuli autres que ceux mentionnés précédemment, les
macrophages se polarisent préférentiellement vers la voie M2 dite « alternative ». Celle-ci est

partagée en trois sous-catégories : la polarisation en macrophages de type M2a via l'll-4 et Ill-
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13, de type M2b via les ligands TLR, les complexes immuns et I'll-1R, et de type M2c via I'IL-10

et le TGF-B. (Mosser and Edwards, 2008) La voie alternative permet de moduler une réponse

de type réparatrice ou anti-inflammatoire (Figure 11A). Enfin, bien que les macrophages

soient classés en deux états distincts voire opposés, la polarisation M1-M2 doit étre imaginée

comme un continuum d’états fonctionnels rarement figés (Figure 11B). (Mosser and Edwards,

2008)
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Figure 11. Polarisation des Macrophages. A- Représentation simplifiée de [’activation des
macrophages et des différentes possibilités de polarisation en fonction des stimuli re¢us. M1,
macrophage inflammatoire ; M2 (comprenant les M2a, M2b et les M2c), macrophages anti-
inflammatoire. La sécrétion de cytokines pro- ou anti-inflammatoire par les macrophages
varie ensuite en fonction de leur polarisation. B- Spectre de possibilités d’activation des
macrophages. D’aprés Mosser Navegantes K.C. J. — Transl. Med. 2017. Et Edwards J.P. —
Nat. Rev. Immunol. 2008.

Sans infection évidente, les macrophages sont présents naturellement dans presque

tous les tissus de I'organisme (Figure 12A). lls sont donc qualifiés de « macrophages

résidents » et assurent une veille immunologique en particulier au niveau des organes

constamment en contact avec les éléments extérieurs comme la peau, l'intestin, les poumons,
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le foie, etc.). (Murray and Wynn, 2011) Ces populations de macrophages logées dans les
différents organes ne sont pas identiques et ne proviennent pas uniquement des monocytes
circulants du sang. En effet, les macrophages résidents sont issus de trois origines distinctes
en lien avec le stade de développement embryonnaire : le sac vitellin, les organes tels que la
rate et le foie feetal, et enfin la moelle osseuse lorsque cette derniere commence a se
développer. (Gomez Perdiguero et al., 2014) Les macrophages résidents peuvent séjourner
pendant toute notre vie dans les tissus et jouent de nombreux roles spécifiquement adaptés
aux tissus ou aux organes dans lesquels ils se situent. (Ginhoux and Guilliams, 2016) Le profil
des populations de macrophages est influencé par les fonctions physiologiques et les
variations du microbiote ainsi que par les besoins différents en nutriments et métabolites de
chaque organe. Chaque profil est identifiable selon les phénotypes (marqueurs) de surface

exprimés (Figure 12B). (Mowat et al., 2017)
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Figure 12. Les différents types de macrophages existants. A- Distribution des différents
types de macrophages tissulaires ainsi que leurs principales fonctions. B- Marqueurs de
surface des principaux macrophages résidents. D’aprés Mowat A.M. — Nat. Med. 2017.
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Les macrophages résidents jouent davantage un réle de tolérance (activité régulatrice
ou anti-inflammatoire) vis-a-vis de I’extérieur (notamment en ce qui concerne le microbiote).
IIs privilégient I'intégrité du tissu via I’élimination des cellules mortes et via la stimulation du
processus de remodelage tissulaire afin d’éviter le développement d’inflammations
chroniques endommageant les fonctions physiologiques de I’organe.

Dans le cas de l'intestin et des alvéoles, les macrophages résidents ne répondent que
modérément aux stimuli initiés par les PRR. Par conséquent, ils sécretent peu de molécules
inflammatoires (oxyde nitrique, espéce réactive a I'oxygene et cytokines pro-inflammatoires).
Ils participent activement a I’élimination des pathogenes principalement par phagocytose et
par I’activation du systéme immunitaire adaptatif via les lymphocytes T (LT CD4+, LT reg, etc.).
IIs sécrétent de I'lL-10 afin de favoriser un environnement faiblement inflammatoire et jouent
un role dans les renouvellements tissulaires fréquents. En cas d’infection plus prononcée, les
macrophages résidents recrutent des macrophages M1 provenant des monocytes circulants
enclenchant ainsi une réponse inflammatoire plus importante. Au niveau des poumons, il
existe plusieurs populations de macrophages. Les premiers, les macrophages alvéolaires sont
connus pour modérer la production de surfactant qui recouvre les alvéoles et limiter la
réactivité des cellules épithéliales vis-a-vis de I’extérieur. Les seconds sont situés dans I’espace
interstitiel et participent a la régulation de la prolifération des fibroblastes. Dans la peau, les
macrophages sont également partagés en deux sous-populations. Au niveau de I'épiderme,
les cellules de Langerhans participent a la tolérance vis-a-vis du microbiote et leurs
caractéristiques sont proches de celles des cellules dendritiques (migration et présentation
des antigénes au niveau des ganglions lymphatiques). Les macrophages du derme ont quant
a eux des caractéristiques phénotypiques tres variées. Enfin, au niveau du foie, les cellules de

Kupffer ont une plasticité trés importante puisqu’elles doivent moduler leur réponse entre la
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tolérance vis-a-vis du microbiote, des nutriments apportés par le sang (rble
immunosuppresseur) et leur capacité a réagir rapidement contre la propagation de
pathogenes pour éviter une dissémination systémique. Ces macrophages sécretent
préférentiellement de I'IL-10 et du TGF-B mais ils jouent un role actif dans la réponse
antimicrobienne en répondant rapidement aux stimuli des PRR et en secrétant des cytokines
pro-inflammatoires comme I'IL-6, I'IL-1B et le TNF. Les cellules de Kupffer participent aussi
activement au recyclage des érythrocytes ainsi qu’au métabolisme du fer nécessaire a notre
organisme. La gestion du fer leur confere des propriétés immunologiques particulieres
puisqu’elles jouent aussi un role important contre les pathogénes dépendant du fer en les
privant de cet élément. De plus, la rétention du fer par les macrophages faciliterait leur

polarisation en macrophages de type M1 pro-inflammatoire.

5.3. Les mécanismes de phagocytose

La phagocytose définit les phénomenes d’ingestion par les cellules de particules de
grande taille allant d’une taille supérieure ou égale a 500nm jusqu’a plusieurs dizaines de
micrometres. Pour ce faire, les mécanismes mis en place sont similaires a ceux de I'endocytose
et de la pinocytose qui permettent la capture de particules de plus petite taille, de
macromolécules, de virus, de fluides, etc. Cependant, contrairement aux autres mécanismes,
la phagocytose dépend uniquement du remodelage du cytosquelette d’actine.

D’une maniere générale, la phagocytose se déroule en trois grandes étapes : la phase
d’adhésion de la particule, la phase d’internalisation et la phase de digestion. La premiére
étape consiste en la reconnaissance de la particule via la présence d’'une multitude de

récepteurs spécifiques des ligands. Cette reconnaissance induit une modification de la
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conformation du cytosquelette afin d’engager la seconde étape d’internalisation via un
processus d’invagination pour aboutir a la formation d’une vacuole appelée phagosome.
Celui-ci fusionne avec d’autres vésicules comme les endosomes, les lysosomes, les produits
issus du réticulum endoplasmique et/ou de "appareil de Golgi dans le but de former un
phagosome secondaire, de pH acide et riche en enzymes digestives (hydrolases) appelé
phagolysosome. Cette troisieme et derniere étape est nécessaire a la dégradation de la

particule et a la présentation antigénique (Figure 13).
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Figure 13. Déroulement de la phagocytose. L’internalisation d’une particule exogene résulte
d’un ensemble de mécanismes de fusion et de fission des membranes plasmiques avec
d’autres vésicules intracellulaires permettant [’acidification et la maturation du phagosome
en phagolysosome. D’aprés Gordon S. — Annu. Rev. Immunol. 1999.

Chez les organismes primitifs, la phagocytose est davantage associée a la recherche de
nutriments alors que chez les organismes plus évolués, comme la plupart des métazoaires, la
phagocytose est nécessaire a |"élimination des pathogénes, ainsi qu’au maintien de

I’"homéostasie tissulaire via I'efferocytose. Les macrophages, les cellules dendritiques et les
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neutrophiles sont considérés comme des phagocytes « professionnels » méme si d’autres
cellules dites « non-professionnelles » sont aussi capables de phagocyter en plus d’assurer
leurs fonctions principales. Il s’agit des cellules épithéliales et des fibroblastes (les cellules
épithéliales de la vessie et de la thyroide sont par exemple connues pour étre capables de
phagocyter les érythrocytes). Cette
distinction entre les phagocytes « professionnels » et « non-professionnels » a été mise en
évidence dans les années 1970 par Michel Rabinovitch a la suite d’expériences prouvant que
seuls les phagocytes professionnels étaient capables de reconnaitre des particules opsonisées
par des Ig grace a leurs récepteurs membranaires Fc. Cette
reconnaissance, leur confere une capacité phagocytaire plus efficace dirigée contre un plus
large panel de particules. De plus, contrairement aux phagocytes « non-professionnels », ils
sont capables d’initier une réponse antibactérienne en sécrétant des molécules microbicides

(ROS, NO) produites a la suite du processus de phagocytose.

Chez les macrophages, la phagocytose mise en place est donc le premier moyen
d’élimination des pathogenes ou des cellules sénescentes. Ce mécanisme associe de
nombreux types de récepteurs membranaires ayant des effets antagonistes, additifs ou
synergiques pour ensuite, selon les récepteurs activés, orienter sur le caractere inflammatoire
ou non-inflammatoire. Les récepteurs les plus connus enr6lés dans le processus de
phagocytose sont les récepteurs des fragments Fc des Ig (FcR), les récepteurs du complément
(RC) et les lectines qui comprennent notamment les récepteurs mannose et nombreux

récepteurs éboueurs.
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5.3.1. Le récepteur Fc (FcR)

Les FcR reconnaissent les fragments Fc des Ig. Les Ig sont importantes dans
I’opsonisation des pathogénes ou d’autres particules. Le fragment Fc fait partie de la région
constante des Ig, il possede des sites de fixation aux molécules du complément et est
responsable de la fixation des Ig sur la membrane des LB et des phagocytes tels que les
macrophages. La reconnaissance des fragments Fc via les trois principaux FcR (Fc y-Rl, les Fcy-
RIIA et les Fcy-RIIIA) initie des mécanismes de phagocytose. Le récepteur Fcy-RIIA est
composé d’une seule chaine protéique possédant un domaine extracellulaire (téte) capable
de se fixer aux fragments Fc, un domaine transmembranaire (centre), et une partie
intracytoplasmique (queue). Cette derniere partie posséde deux motifs d’activation des
récepteurs immuns basé sur la yyrosine (ITAMs). En revanche, les deux autres récepteurs
n‘ont pas d’ITAM et doivent donc se lier avec d’autres protéines transmembranaires
possédant des ITAMs afin d’induire la cascade de signalisation nécessaire au bon déroulement
de la phagocytose. Le contact entre les FcR et les Ig induit la phosphorylation des ITAMs via
des tyrosines kinases de la famille SRC et SYK. Cette phosphorilation permet grace aux Pi-3-
Kinase, aux GTPases Rho et a d’autres protéines kinases (PKC), d’activer des voies de
signalisation permettant le réarrangement du cytosquelette d’actine nécessaire a la formation

du phagosome et au relargage de médiateurs inflammatoires (Figure 14).
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Figure 14. Les différents types de récepteurs Fc enrolés et les mécanismes de signalisation
associés permettant d’initier la phagocytose. D’aprés Aderem A. et Underhill D.M. — Annu.
Rev. Immunol. 1999.

5.3.2. Les récepteurs du complément (CR)

Le complément est un ensemble de protéines du sérum dont plusieurs des éléments
servent a I'opsonisation de I’agent infectieux. Ils sont reconnus par différents CR qui ont des
fonctions variées au sein des mécanismes de phagocytose. En effet, le CR1 reconnait
principalement les protéines C3b, C4b et C3bi et participe davantage a la fixation de la
particule opsonisée sur la surface du macrophage. Les récepteurs CR3 et CR4 de la famille des
intégrines se fixent préférentiellement au C3bi et sont généralement enrolées lors de |'étape
d’internalisation. Contrairement aux récepteurs Fc, les CR ont besoins de stimuli additionnels

comprenant, le TNF-a, le GM-CSF ou la présence de protéines de la matrice extracellulaire
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(telles que par exemple la laminine et la fibronectine) pour enclencher I'étape
d’internalisation. Enfin, de la méme maniére que pour les récepteurs Fc, les protéines SYK et

les PKC ont un réle important dans les mécanismes de phagocytose.

5.3.3. Les récepteurs mannose (MR)

Les macrophages possedent plusieurs types de récepteurs lectines qui sont capables de
fixer des motifs osidiques tels que le mannose, le fucose et le N-acetylglucosamine présents
en grande quantité au niveau des glycoprotéines de surface chez de nombreux pathogenes.
Les MR sont capables de reconnaitre les motifs fucose et mannose grace a deux domaine
extracellulaires incluant un domaine de reconnaissance aux glucides (CRD) et un domaine
riche en cystéines (CysMR). Leur activation mobilise le cytosquelette d’actine autour du
phagosome naissant via des cascades de signalisation complexes faisant intervenir d’autres
protéines comme la taline, les PKC, les MARKS et la myosine. Contrairement aux récepteurs
FcR et CR, la vinculine et la paxilline ne sont pas recrutées. Ces différences renforcent ainsi la
notion que tous les récepteurs n’induisent pas les mémes mécanismes de phagocytose. Les
MR induisent un signal pro-inflammatoire qui génére la sécrétion de cytokines telles que I'lL-
18, I'lL-6, le GM-CSF, le TNFa et I'lL-12. Les FcR induisent aussi préférentiellement un

processus pro-inflammatoire ce qui n’est pas le cas pour les CR.

5.3.4. Les récepteurs éboueurs / scavengers (SR)

Les SR ont été mis en évidence pour la premiére fois dans les années 1970 par

dans des études faisant le lien entre les macrophages et |'athérosclérose.
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Actuellement, Les SR représentent une grande famille de glycoprotéines membranaires
séparée en 10 groupes principaux nommeés SR-A, SR-B, [...], SR-J selon leurs rdles fonctionnels
et leurs conformations qui sont trés hétérogenes. (Zani et al., 2015) Les récepteurs éboueurs
de classe A (SR-A1, MARCO,SRCL, etc.) ont par exemple la particularité de posséder des
domaines de type collagene ainsi que des zones riches en cystéine (SRCR) ou en lectines de
type C (CLEC). Les SR-B possedent des domaines CD-36, etc. (Figure 15). Chacun de ces motifs
est un site de reconnaissance a un large panel de ligands polyanioniques endogénes comme
le collagéne, les lipoprotéines (LDL et HDL), les corps apoptotiques, etc. ou exogénes qui n’ont
pas été opsonisés comme les bactéries, les particules de poussieres, 'amiante, etc. (Canton et
al., 2013; Peiser and Gordon, 2001) Suivant le ligand détecté, le récepteur enr6lé n’est donc
pas le méme et induit des mécanismes d’internalisation et de signalisation intracellulaire

différents qui influent ensuite sur la réponse cellulaire (Figure 15). (Zani et al., 2015)
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Figure 15. Les différents types de SR connus. D’apres Canton J. — Nat. Rev. Immunol.
2013.
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On a longtemps cantonné les SR a deux roles principaux: le premier dans les
mécanismes de clairance par phagocytose et le second dans la régulation (inhibition) de
I'inflammation. Conformément a ce que plusieurs expériences avaient montré, les SR
minimiseraient la capacité inflammatoire des macrophages activés par le LPS.

Actuellement, les SR sont au contraire connus pour avoir d’autres fonctions
trés variées tels que l'adhésion cellulaire, l'initiation de |'apoptose, la présentation
antigénique, l'initiation de l'inflammation, etc. De plus, les SR ne sont généralement pas
enrolés seuls et leurs fonctions sont trés influencées par leurs co-récepteurs. En effet, lorsque
SR-A1 est associé au récepteur a activité tyrosine kinase (MERTK), il assure la clairance des
cellules apoptotiques et exerce une activité anti-inflammatoire. Les auteurs

ont en revanche montré que lorsqu’il est associé aux TLR4, SR-A1 semble
augmenter la réponse inflammatoire. SR-B (CD36) est quant a lui souvent impliqué dans la
réponse pro-inflammatoire lorsqu’il est associé aux TLR2 et TLR6. Cependant dans d’autres

conditions CD36 n’induit pas obligatoirement d’inflammation (Figure 16).
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Figure 16. Polarisation des macrophages (M1 ou M2) orientée en fonction du type de SR et
de co-récepteurs enrolés. D’aprés Canton J. Nat. Rev. — Immunol. 2013.

Le r6le des SR est donc tres complexe a élucider. La variété des récepteurs, le large panel
de ligands identifiés ainsi que la présence de nombreux corécepteurs permet aux SR d’induire

une grande flexibilité de réponses cellulaires.

5.4. La réponse oxydante et I'inflammation

La phagocytose d’un pathogene déclenche deux puissants mécanismes antimicrobiens
qui sont d’une part, la génération d’'une multitude d’espéces réactives a |I'oxygéne (ROS)
produites via une augmentation de la consommation en oxygéne nommé « burst oxydatif » et
d’autre part la production d’especes réactives a I'azote (RNS). L'ensemble de ces molécules
sont libérées a I'intérieur du phagosome afin de neutraliser puis de digérer le pathogéne apres
un apport supplémentaire en protéase. Suivant la polarisation du macrophage, ce phénomene

peut s’accompagner de la libération de cytokines pro-inflammatoires.
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5.4.1. Les espeéces réactives de I’'oxygene (ROS)

Les premiéres ROS produites et activées par les mécanismes de phagocytose sont les
ions superoxydes (0%*) qui sont générés aprés réduction de I'oxygéne via les complexes
NADPH oxydases de phagocytose (phox) présents au niveau de la membrane du phagosome.
(Fang, 2004; Vignais, 2002) L'ion superoxyde est ensuite converti en peroxyde d’hydrogéne
(H202) qui peut a son tour réagir avec des ions intracellulaires pour produire d’autres
composés antimicrobiens tels que des acides hypophalogéneux (comme par exemple I’"HOCI
en réaction avec les ions chlorure) ou conduire a la production d’espéces radicalaires qui sont
également trés toxiques dont 'OH®, I'espéce la plus délétere (tableau 1). (Birben et al., 2012;

Migdal and Serres, 2011)

TABLE 1. Major Endogenous Oxidants

Oxidant Formula Reaction Equation

Superoxide anion 0,~ NADPH + 20, < NADP* + 20, + H*
20,7 + H* = 0, + H,0,

Hydrogen peroxide H,0, Hypoxanthine + H,O + O, = xanthine + H,0,
Xanthine + H,0 + O, = uric acid + H,0,

Hydroxyl mdical «OH Fe2* + H,0, — Fe’* + OH™ + «OH

Hypochlorous acid HOCI H,0, + A~ — HOCI + H,0

Peroxyl radicals ROO* R* + O, — ROO*

Hydroperoxyl radical HOO 0,” + H;0 = HOO + OH~™

Tableau 1. Principales molécules oxidantes endogénes. D’apreés Birben H. — World Allergy
Organ. J. 2012.

5.4.2. Les espeéces réactives a I'azote (RNS)

Bien que les mécanismes de « burst oxydatif » soient connus depuis les années 1950,
(Sharra and Karnovsky, 1959) I'importance des RNS dans la défense anti-microbienne a été

élucidée qu’a partir des années 1980. (Hibbs Jr., 2002) L'oxyde nitrique (NO) est issu de la
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dégradation de |'arginine par I'enzyme oxyde nitrique synthase (iNOS) selon la réaction

suivante :

2 L-arginine + 3 NADPH + 3 H* + 4 O, 2 2 L-citrulline + 2 NO + 3 NADP* + 4 H.0

Le NO joue divers roles biologiques comme celui de signal de transduction, de régulateur
de certaines fonctions des protéines, de neurotransmetteur, etc. Il est
donc peu toxique. Cependant il se lie facilement avec des composés radicalaires issus du
« burst oxidatif » pour former des espéces beaucoup plus nocives telles que le peroxynitrite

(ONOO-), le trioxyde de diazote (N20s), le nitroxyle (HNO), les nitrites (NO>), etc.

5.4.3. Le controdle intra cellulaire du « burst oxydatif »

L’accumulation des ROS déclenchée par la phagocytose ainsi que leurs sécrétions dans
le milieu extracellulaire sont nocives pour I’organisme lui-méme. En effet, les ROS induisent
des dommages a I’ADN, des dysfonctionnements mitochondriaux, une déstabilisation des
bicouches lipidiques des membranes plasmiques (peroxydation des lipides), une dégradation
de protéines (Figure 17) ainsi qu’une activation de la production des cytokines pro-

inflammatoires via les facteurs de transcription NF-xB.
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Figure 17. Toxicité induite par I’accumulation des ROS. Adapté de Fu P.P. — J.F.D.A.
2014.

Ces facteurs de transcription induisent I'activation d’un grand nombre de genes codants
pour des enzymes anti-oxydantes permettant de contrebalancer I'effet oxydant. (Morgan and
Liu, 2011) Ces enzymes sont les superoxydes dismutases (SOD) qui transforment les ions
superoxydes en dioxygene (0;), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GSH-Px) qui
dégradent le peroxyde d’hydrogéne en eau. Elles ont en revanche régulierement besoin de
co-facteurs comme la NADPH pour fonctionner. Grace a leurs groupements thiols, d’autres
enzymes comme la thiorédoxine, les peroxyrédoxines et la Glutathion Transferase (GST)

assurent des roles de détoxification des ROS (Tableau 2 et Figure 18). (Birben et al., 2012)

TABLE 2. Enzymatic Scavenger of Antioxidant Defense

Name of Scavenger Acronym Catalyzed Reaction

Superoxide dismutase SOD M®@+D*.S0D + 0, — M"*-SOD + 0,
M**-SOD + O,~ + 2H* — M®*D*.50D + H,0,

Catalase CAT 2 H,0, = 0, + 2 H,0

H,0, + Fe(lll}E — H,0 + O = Fe(IV)-E(.+)
H,0; + O = Fe(IV}E(.+) — H;0 + Fe(lll}E + O,

Glutathione peroxidase GTPx 2GSH +H,0, — GSSG +2H,0
2GSH+ ROOH — GSSG + ROH + H:0
Thioredoxin TRX Adenosine monophosphate + sulfite + thioredoxin

disulfide = 5’-adenylyl sulfate + thioredoxin
Adenosine 3,5 -bisphosphate + sulfite + thioredoxin
disulfide = 3'-phosphoadenylyl sulfate + thioredoxin
Peroxiredoxin PRX 2 R-SH + ROOH =R'S-S-R" + H,0 + ROH
Glutathione transferase GST RX + GSH = HX + R-S-GSH

Tableau 2. Principales enzymes et réactions chimiques associées ayant un role antioxydant.
D’apreés Birben H. — World Allergy Organ. J. 2012.
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Figure 18. Principales réactions enzymatiques impliquées dans les défenses anti-oxydantes
de l’organisme.

En paralléle, les macrophages peuvent aussi réduire le stress oxydatif via |I'activation du
facteur de transcription Nrf2 capable a la fois d’activer des protéines antioxydantes (Mittal et
al., 2014) et d’inhiber la production de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-6 et I'lL-1pB.
(Kobayashi et al., 2016) Apres la résolution de l'infection, I'’ensemble des mécanismes de
régulation du stress oxydant décrits précédemment permet aux cellules de revenir a un juste
équilibre ROS/antioxydant dans le but de résoudre I'inflammation, d’éviter un stress oxydatif

néfaste pour les tissus et d’induire un processus de réparation tissulaire (Figure 19).
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Figure 19. Effet anti-inflammatoire de Nrf2. Inhibition de la transcription des genes codant
pour des cytokines pro-inflammatoires et en méme temps, surexpression des genes codant
pour des protéines antioxidantes qui éliminent les ROS. D’aprés Kobayashi E.H. — Nat.
Commun. 2016.

Avec la phagocytose, la réponse oxydante et I'inflammation sont donc les principaux
moyens de I'immunité innée mise en place contre toutes les attaques extérieures. Par
conséquent, ces moyens sont essentiels a notre survie mais ils doivent étre maitrisés par
différents mécanismes « garde-fous » dans le but d’assurer une réponse immunitaire
proportionnée a I’agression. Une suractivation de I'immunité innée est en cause dans de
nombreuses pathologies comme les maladies inflammatoires chroniques, les maladies auto-
immunes, les cancers, etc. En revanche, une déficience dans les processus inflammatoires,

induit une sensibilité plus accrue aux infections et crée un environnement favorable au

développement tumoral.
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6. Les maladies associées aux macrophages

6.1. Les cancers

Lorsqu’ils sont suractivés, les macrophages de type M1 sécretent des molécules qui
endommagent I’ADN. Par conséquent, une inflammation répétée (chronique) et non maitrisée
peut favoriser I'apparition de cancers. Le site tumoral, du fait de son caractére inflammatoire,
recrute de nombreux macrophages de par la présence de cytokines pro-inflammatoires tels
qgue le TNF-a et la protéine 1 chimiotactique des monocytes (MCP-1). D’autres molécules
chimioattractantes comme le facteur 1 de stimulation des colonies (CSF-1) et le polypeptide
I, qui active les monocytes endothéliaux (EMAPII), favorisent I’accumulation des
macrophages sur le site tumoral. C'est en raison de ce phénomeéne que ces macrophages sont
qualifiés de « macrophages associés aux tumeurs » (TAM). En revanche, ils changent de
phénotype pour devenir des macrophages de type M2 anti-inflammatoires en réponse, d’une
part, a un environnement hypoxique et, d’autre part, au phénomene
d’efferocytose provoqué par un grand nombre de cellules apoptotiques au sein de la tumeur.

L’accumulation de TAM est en général un signe de mauvais pronostic. En
effet, dans un premier temps, les TAM sécretent un large éventail de molécules pro-
angiogéniques dont les facteurs de croissance des fibroblastes (FGF) et de I'endothélium
vasculaire (VEGF-A), la thymidine phosphorylase, I'adrénomédulline, etc. L’angiogenése est un
processus primordial dans la croissance des tumeurs malignes et pour le développement des
métastases. Les TAM sont également impliqués dans le processus métastatique dans la
mesure ou ils modulent le microenvironnement de la tumeur. En effet, les TAM sécretent des

protéases telles que la cathepsine, certaines protéases a sérine et des métalloprotéinases
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capables de dégrader la matrice extracellulaire entourant la tumeur. Cela permet aux cellules
cancéreuses de franchir plus facilement les barriéres physiques pour rejoindre la circulation
sanguine et coloniser d’autres sites. Enfin, Les tumeurs échappent a I'immunosurveillance via
deux phénomeénes médiés par les TAM. Ceux-ci ont une faible capacité de présentation
antigénique et sécretent de nombreux facteurs immunosuppresseurs dont des cytokines anti-
inflammatoires IL-10 et TGF-B et des ligands de mort cellulaire (PD-L-1) qui induisent une

diminution de la réponse LT cytotoxique

Un déséquilibre inflammatoire (M1) / anti-inflammatoire (M2) en faveur d’un
environnement immunosuppresseur et d’'un remodelage tissulaire facilite le développement
tumoral et la dissémination du cancer a travers I’organisme. En temps normal, lorsque ces

mécanismes sont bien régulés, ils servent avant tout a protéger et réparer les tissus lésés.

6.2. Les maladies auto-immunes

La réponse immunitaire adaptative (notamment humorale) a longtemps été mise en
cause dans les maladies auto-immunes. Cependant, bien que les causes exactes des désordres
auto-immuns n’aient pas encore été identifiées avec certitude, de nombreuses études ont
montré que les causes initiales de la maladie résultaient d’'un déséquilibre entre les réponses
inflammatoires et réparatrices mises en place par les macrophages et les neutrophiles. De
plus, ces cellules activent anormalement le systéme immunitaire adaptatif. Les macrophages
jouent donc un réle capital dans l'initiation et la persévérance de ces maladies. En effet, une
disproportion du nombre de M1 par rapport aux M2 induit une sécrétion excessive de

cytokines pro-inflammatoires ainsi qu’une sécrétion de ROS. Ces sécrétions alterent le tissu
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qui, étant donnée I'absence de M2, n’est ensuite pas réparé. Une maladie auto-immune
comme le diabete de type 1 est caractérisée par une hyperglycémie induite par une
destruction massive des cellules B des ilots de Langherans présents dans le pancréas. Ceux-ci
sont anormalement détruits en raison de la présence d’'une grande quantité de ROS, de NO
mais également par le systéme immunitaire adaptatif (humoral = LB sécréteurs d’anticorps et
cellulaire = LT CD8* cytotoxiques). Or, celui-ci est activé a la fois par les M1 en raison de leur
forte capacité de présentation antigénique et par I'activation préalable des Lymphocytes TH1.

Dans le cas de la polyarthrite rhumatoide, la quantité importante de
macrophages M1 dans le tissu synovial (30 a 40% des cellules qui le constituent) promeut aussi
I’activation, la prolifération et la différenciation des lymphocytes T. Les macrophages sont
également capables de promouvoir I'angiogenése, ce qui permet le recrutement d’autres
macrophages. Ces derniers sont associés a |’érosion des os et des cartilages du fait, d’'une part,
de leur capacité a sécréter des ROS, des cytokines pro-inflammatoires et des protéases, et,
d’autre part, de leur capacité a se différencier en ostéoclastes spécialisés dans la résorption
des os. De plus, un haut niveau de cytokines et de chimiokines inflammatoires a également
été observé de méme qu’une diminution de la quantité d’IL-10 ce qui explique pourquoi le
retour a I’équilibre M1/M2 grace a la déplétion des M1 et a la réactivation des M2 semble étre

une stratégie intéressante pour prévenir et atténuer la maladie (Figure 20).
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Figure 20. Role des macrophages (et des neutrophiles) dans les maladies auto-immunes.

Les encadrés oranges montrent les conséquences de la suractivation des M1 dans le diabete

de type 1 ainsi que les stratégies envisagées de régulation de l'inflammation via les M2. Les

rectangles verts correspondent a la polyarthrite rhumatoide. D’aprés Navegantes K.C. — J.
Transl. Med. 2017.

6.3. Les maladies inflammatoires chroniques

Les inflammations chroniques correspondent a une inflammation qui n’a aucune
tendance a guérir spontanément et évolue pendant plusieurs mois voire plusieurs années tout
en persistant ou en s’aggravant. |l existe de nombreuses maladies inflammatoires chroniques,
comme les formes chroniques de pneumonies et les maladies inflammatoires chroniques de
I'intestin (MICI) telles que la maladie de Crohn. Ces affections résultent d’un déséquilibre

entre les différentes populations de macrophages situées juste en-dessous des épithéliums.
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Des études ont prouvé |'existence d’un lien entre I'inflammation chronique, qui engendre une
modification de la diversité des macrophages, et la survenue de fibroses, qui est caractérisée
par une augmentation des constituants fibrillaires de la matrice extra cellulaire (MEC).

Dans des conditions physiologiques normales, les macrophages résidents
sont trés tolérogénes. lls contribuent au maintien de I’homéostasie en éliminant les
pathogenes au moyen des mécanismes de phagocytose et du relargage de molécules
microbicides tout en limitant un phénomeéne inflammatoire. Les macrophages intestinaux ont
par exemple un réle double qui consiste, d’une part, en la protection de I’hote contre les
pathogenes ayant réussi a franchir I’épithélium et, d’autre part, en la régulation de cette
réponse via un phénomeéne de tolérance envers les bactéries commensales. La sécrétion de
TGF-B par les cellules du microenvironnement telles que les macrophages résidents et les
cellules stromales (mesenchymateuses) de la lamina propria diminue |’expression des
récepteurs pro-inflammatoires des phagocytes et ainsi, induit un environnement anergique.
Les macrophages résidents sont préférentiellement polarisés M2 et la sécrétion des cytokines
anti-inflammatoires (IL-10) facilite le recrutement et I’expansion des LT régulateurs.
Cependant, lors de MICI, la rupture de la barriére intestinale favorise I'entrée des contenants
de la lumiere intestinale (pathogeénes, microbiote, déchets, etc.). Cette modification du
microenvironnement induit un déséquilibre M1/M2 résultant du recrutement abondant de
monocytes circulants différenciés en M1. La zone enflammée facilite
I’extravasation des monocytes par une augmentation des sélectines P et des protéines
d’adhésion cellulaire VCAM et ICAM. Les macrophages infiltrants arrivés massivement sur le
site expriment davantage les récepteurs de surfaces de type PRR (TLR2, TLR4, TLR5 et
récepteurs lectines) sensibles aux motifs bactériens et augmentent ainsi leur sensibilité vis-a-

vis du microbiote. Ils expriment également plus
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fortement le facteur de transcription NF-kB ce qui a pour effet d’augmenter la production de
cytokines, de chimiokines pro-inflammatoires (CCL2, TNF-a, IL-6, IL-8, IL-23, IL-1B et INF-y) et
de ROS. L’état inflammatoire contribue aussi a la sécrétion, par les
macrophages, de métalloprotéinases matricielles (MMP) qui dégradent la matrice
extracellulaire, fragilisant ainsi davantage les fonctions de barriére intestinale.

A ce premier phénomene inflammatoire, s’ajoute ensuite la présence de
souches bactériennes persistantes comme E.coli, ce qui rend plus difficile I'étape de
réparation et de résolution de l'inflammation. Lors des maladies
inflammatoires chroniques, on observe une déficience dans le processus de réparation médié
par les macrophages anti-inflammatoires. Cela est di a un faible contréle des facteurs de
croissance ainsi qu’a un « échec » de communication entre les différentes populations de
macrophages et les autres cellules du microenvironnement. Cela entraine généralement des
processus de réparation tissulaire aberrants qui contribuent aussi a la persistance
inflammatoire et a la formation de fibres réparatrices anormales (fibroses). Ces derniéres sont
issues d’'un déséquilibre entre la présence de cellules du microenvironnement (les cellules
mésenchymateuses, les fibroblastes ou les myofibroblates) sécrétrices de constituants de la
MEC et la présence de M1 sécréteurs d’inhibiteurs de MMP et de protéases (les élastases, les
collagénases, les MMP, la cathepsine etc.) qui détruisent la matrice extracellulaire et jouent
un role important dans le degré d’endommagement des parois intestinales durant
I'inflammation. Méme si la phase inflammatoire n’aboutit pas, le nettoyage des corps
apoptotiques par efferocytose induit la polarisation de populations de macrophages vers un
phénotype de type M2 sécréteurs de facteurs anti-inflammatoires comme I'INF-y et le TGF-
qui favorisent, d’'une part, 'expression de fibronectine et de collagéne et, d’autre part,

réduisent la migration des myofibroblastes tout en maintenant leur capacité proliférative. Il
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en découle une distribution incompléte de ces cellules au niveau de la zone lésée ce qui a pour
effet de favoriser la production et la déposition de MEC de maniére non homogene créant

ainsi la fibrose.

6.4. Les inflammations stériles

La plupart des mécanismes inflammatoires (sécrétions de ROS et cytokines pro-
inflammatoires) observés en réponse a des agressions médiées par des pathogénes, peuvent
également se produire en l'absence de pathogénes. Ce phénomeéne est ainsi nommé
« inflammation stérile ». L'inflammation stérile est marquée par le
recrutement de cellules immunitaires au niveau du site endommagé par la présence de
DAMPs et par I'accumulation de composés endogénes ou exogénes difficilement éliminables.
Ces composés étant mal gérés par les cellules immunitaires dont les macrophages, ils
induisent des inflammations chroniques pouvant conduire a des dommages tissulaires.
Plusieurs exemples de pathologies associées aux inflammations stériles sont connus. Dans le
cas de I'athérosclérose ou le dépot de graisses modifiées (comprenant les LDL oxydés) sur les
artéres induit un environnement pro-inflammatoire en attirant de nombreux monocytes qui
se différencient in situ en macrophages. Suite, a la phagocytose de LDL oxydés difficilement
éliminables, les macrophages les accumulent sous forme de cristaux de cholestérol. Cette
accumulation induit d’une part, la différenciation des macrophages en cellules spumeuses et
d’autre part, la mort cellulaire de ces derniéres causée par la rupture de leurs lysosomes. Ces
deux phénomenes contribuent a I’évolution de la maladie par |'accroissement et la
fragilisation de la plaque d’athérosclérose aboutissant a la formation de caillots qui sont des

causes potentielles d’infarctus du myocardes ou d’accident vasculaires cérébraux.
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al., 2013; Parisi et al., 2018) Dans le cadre de la maladie d’Alzheimer, I'accumulation de
plaques B-amyloides dans le cerveau active les cellules microgliales qui induisent une
inflammation chronique propice a la neurodégénérescence. (Rubio-Perez and Morillas-Ruiz,
2012) Enfin, il va sans dire que I'accumulation de particules (hnotamment les nanoparticules)
manufacturées ayant pu pénétrer dans |'organisme peut aussi favoriser I'émergence de

nouvelles formes d’inflammations stériles.
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Partie 2 : Les nano-objets et les systémes nanoparticulaires

1. Définition des nanomatériaux

Jusgu’en 2008, il était difficile de définir les nanomatériaux (NMx). C’est la raison pour

laquelle I’Organisation Internationale pour la Standardisation (ISO) a proposé une définition

arbitraire dans le but de différencier les nanostructures des autres structures, de réguler et de

réglementer la production des nano-objets. L'ISO 2008 a donc défini un nano-objet comme un

matériau avec au moins une dimension externe a |’échelle nanométrique, c’est-a-dire

comprise entre 1 et 100 nm (Figure 21). Les nanofeuillets ont une seule dimension dans

I’espace sous forme nanométrique. Les nanofibres, elles, en possedent deux. Quant aux

nanoparticules, elles en possedent trois.
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Figure 21. Représentation de I’échelle micrométrique et nanométrique par comparaison

avec les entités principales du monde vivant. Adapté de Laroui H. Am. J. Physiol.

Gastrointest. Liver Physiol. 2011.
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En 2011, la Commission Européenne a ajouté quelques notions supplémentaires a I'ISO
2008 (ISO/TS 80004) en précisant que « I'on entend par NMx un matériau naturel, formé
accidentellement ou manufacturé contenant des particules libres, sous forme d’agrégat ou
sous forme d’agglomérat, dont au moins 50% des particules, dans la répartition numérique
par taille, présentent une ou plusieurs dimensions externes se situant entre 1nm et 100nm. »
Néanmoins, la Commission Européenne a maintenu un certain flou dans cette définition
puisqu’elle a précisé que « dans des cas spécifiques, lorsque cela se justifie pour des raisons
tenant a la protection de |'environnement, a la santé publique, a la sécurité ou a la
compétitivité, le seuil de 50% fixé pour la répartition numérique par taille peut étre remplacé
par un seuil compris entre 1% et 50%. » Dans des cas tres particuliers, comme les fullerénes,
les flocons de graphéne et les nanotubes de carbone, la définition tolere méme jusqu’a des
dimensions inférieures au nanometre. Méme si ces définitions restent évasives, elles
permettent de dissocier les deux grandes familles de NMx que sont les nano-objets et les
matériaux nanostructurés. La famille des matériaux nanostructurés comprend les agrégats et
les agglomérats de nano-objets, les nanocomposites (matériaux composés entierement ou
partiellement de nano-objets afin d’améliorer ou d’obtenir des propriétés spécifiques liées a

I’échelle nanométrique) et les matériaux nanoporeux.

Comme précisé dans le paragraphe précédent, les NPs sont capables de s’assembler
entre elles pour former des amas dont I'état est plus ou moins stable ou réversible. Les
agrégats se forment par des interactions chimiques fortes et irréversibles (comme par
exemple des liaisons covalentes) et constituent ainsi des entités a part entiére contrairement
aux agglomérats dont les particules individuelles sont liées par des interactions physiques

faibles de type électrostatiques, Van der Waals, etc. (Figure 22). Elles peuvent donc se
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dissocier en fonction de I’environnement dans lequel elles se situent. (Eggersdorfer and

Pratsinis, 2014; Sokolov et al., 2015)

Primary particles (PPs) Aggregate of PPs Agglomerate of PPs Agglomerate of aggregates

or both
of aggregates

o ¥ A

Figure 22. Définition d’agrégation et d’agglomération. D’apres Eggersdorfer M.L. et
Pratsinis S.E. — Adv. Powder Technol. 2014.

Diameter

2. Bref rappel historique

Contrairement a ce que I’on peut croire, les nanoparticules, qu’elles soient organiques
ou inorganiques, n’ont pas toujours été le résultat de recherches scientifiques complexes et
modernes. Elles ont toujours été produites naturellement a travers le monde ou dans I’espace
par I'intermédiaire de différents phénomenes naturels tels que les vents cosmiques, I'activité
volcanique, les tempétes de sable dans le désert, I’érosion des sols, les processus microbiens,
les virus, etc. (Buzea et al., 2007; Strambeanu et al., 2015; Yan et al., 2012) Grace a leurs
propriétés physico-chimiques particuliéres, les NMx ont ensuite commencé a étre utilisés par
I’lhomme il y a plus de 4500 ans. En effet, dans I’Antiquité, les artisans consolidaient leurs
céramiques avec des nanofibres d’amiante naturelles. Au IVéme siécle, les Romains
mélangeaient des NPs métalliques (telles que I'or) au verre afin d’obtenir des propriétés
optiques particulieres dans un but esthétique. L'exemple le plus célebre est sans doute la

coupe de Lycurgue qui parait verte lorsqu’elle est éclairée de face et rouge lorsqu’elle est
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éclairée par derriére (Figure 23A). (Heiligtag and Niederberger, 2013) Au IX®™e siécle, les NPs
métalliques (comme le cuivre et I'argent) furent également utilisées en Mésopotamie pour
leurs propriétés optiques afin de créer un effet de scintillement ou d’iridescence a la surface
des céramiques (Figure 23B et 23C). (Heiligtag and Niederberger, 2013; Sciau, 2012) Cette
méthode d’émaillage qui consiste a ajouter des NPs en strates s’est ensuite répandue pendant
le Moyen Age dans d’autres pays. Ce n’est qu’aprés la publication des travaux de Michael
Faraday sur les propriétés de I’or colloidal (Faraday, 1857) que les nanoparticules ont suscité
un engouement industriel. Par la suite, I'étude de I'importance des propriétés physico-
chimiques sur le fonctionnement des NPs s’est développée pour donner naissance a ce gqu'il

est aujourd’hui courant d’appeler les « nanosciences ».

(c) 1

_._.w | @ — -

d=430 nm
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Figure 23. Exemples et lieux d’utilisation des NPs entre I’Antiquité et la Renaissance. A-
Coupe romaine de Lycurgue datant du IVeme siecle. B- Morceau de céramique datant du
Moyen Age composé de NPs métalliques (argent) créant un effet d’irridescence (a) et
observables en microscopie électronique a transmission (b). Le phénomene d’interférence
optique est provoqué par deux couches superposées de NPs de différentes tailles (b) et (c). C-
Evolution géographique des principaux sites de production de céramiques et de [’utilisation
des NPs dans les céramiques. D’aprés Heiligtag F.J. et Niederberger M. — Mater. today.
2013. Et Sciau P. — InTech. 2012.

3. Usages commerciaux des nanotechnologies

Depuis une dizaine d’années, nous assistons a un développement sans précédent des
NPs manufacturées. Cet engouement industriel s’explique par les propriétés physiques,
chimiques et mécaniques des nanoparticules. En effet, un matériau a une échelle supérieure
ne posséde pas les mémes propriétés que le méme matériau a I'échelle nanoparticulaire.
Cette spécificité répond a de nombreux enjeux sociétaux du XXI*™ siécle tels que le
développement durable, I’électronique, l'agriculture, la santé, etc. En mars 2005, on
répertoriait seulement 54 produits de consommation courante contenant des NPs dans le
monde contre 1814 en mars 2015. (Vance et al., 2015) Le nombre de produits possédant des
NPs a donc été multiplié par 30 en seulement 10 ans. Si cette tendance se poursuit, en 2025
ce nombre pourrait s’élever a plus de 4800 produits (Figure 24). Cette mission d’inventaire a

été effectuée par The Project on Emerging Nanotechnologies (PEN), une organisation
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américaine se décrivant comme indépendante et dont I'objectif affiché est d’aborder les
guestions sociales, politiques et sanitaires liées aux nanotechnologies en identifiant des
lacunes dans la recherche et la législation en matiere de nanotechnologies pour ensuite

développer des stratégies visant a remédier a ces manques.
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Figure 24. Nombre total de produits contenant des NMx répertoriés entre 2005 et 2014.
Adapté de Vance M.E. — Beilstein J. Nanotechnol. 2015.

Du fait de la grande diversité des secteurs industriels concernés par I'utilisation des
NMx, ceux-ci ont aujourd’hui un impact important sur I’'emploi et I’économie mondiale. En
effet, le marché mondial est estimé entre 150 et 200 milliards d’euros. (Laux et al., 2018)
Actuellement, les principaux secteurs concernés sont ceux de la santé et du bien-étre. De
nombreux produits médicaux utilisent des NPs comme les comprimés, qui contiennent des
NPs de titane ou de silice utilisées comme agent d’enrobage, les agents de contrastes qui sont
composés des NPs d’oxyde de fer ou de gadolinium, ou encore les équipements chirurgicaux
et les pansements qui peuvent contenir des NPs d’argent au roOle antibactérien. Les
cosmétiques comme les crémes solaires contiennent des NPs de titane servant d’agents anti-
UV. (Singh and Nanda, 2014) De méme les produits de maquillage sont enrichis en NPs de

silice antiagglomérantes. On trouve également des NPs de silice et de titane dans d’autres
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produits de consommation courante tels que les dentifrices. Certains textiles peuvent
également contenir des NPs d’argent, la encore en raison de leurs propriétés
antibactériennes. Les NPs sont aussi utilisées dans une moindre mesure dans d’autres champs
d’application tels que I'alimentation, (He and Hwang, 2016) I’'automobile, I'électronique, etc.
(Figure 25A). La commercialisation de produits contenant des NMx est en revanche trés
inégale selon les pays. En effet, sur les 1814 produits contenant des nanoparticules recensés
en mars 2015, la majorité des produits proviennent des Etats-Unis (773) puis d’Europe et

d’Asie avec respectivement 628 et 308 produits répertoriés (Figure 25B). (Vance et al., 2015)

Produits pour enfants

2%

Electrménager
3%
Alimentation et boisson
6%
Electronique
6%

Figure 25. Distribution des produits contenant des NMx. A- En fonction de leurs domaines
d’application. B- A travers le monde. Adapté de Vance M.E. — Beilstein J. Nanotechnol.
2015.
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Suivant le secteur ciblé et la capacité de production (qui prend en compte le prix, la
rareté et I'utilité du matériau) les nanoparticules ne sont pas toutes produites en quantités
égales dans le monde. De plus, I'évaluation quantitative de la production de NMx a I’échelle

mondiale s’avere tres compliquée a mettre en place puisqu’elle se base sur des sondages
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effectués directement aupres des industriels. Or, du fait des inquiétudes actuelles que les
nanoparticules suscitent aupres de |'opinion publique et de leurs risques sur la santé, la
plupart des entreprises sondées, méme si elles répondent au sondage sous couvert
d’anonymat, sont réticentes a fournir leurs données. A cette difficulté d’exactitude liée a la
méthode utilisée, s’ajoute le probléme de la définition des NMx qui n’est pas identique dans
tous les pays et n’est pas toujours totalement claire. Par exemple, la forme pyrogénique
agrégée des nanoparticules de silice est trés répandue mais n’est pas systématiquement
reconnue comme nanoparticulaire. C'est pourquoi les variations concernant I’estimation de
la production annuelle de nanoparticules de silice sont trés grandes. Les résultats obtenus
montrent que les NMx les plus produits a travers le monde sont ceux a base de titane avec
plus de 10 000 tonnes par an (valeur médiane). Viennent ensuite les NMx composés de silice,

d’oxyde de zinc et d’oxyde de fer (Figure 26). (Piccinno et al., 2012)
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Figure 26. Estimation de la quantité de NMx produits en Europe (boites a moustaches
grises) et dans le reste du monde (boites a moustaches blanches). D’aprés Piccinno F. —
JNR. 2012.
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4. Aspects sociétaux liés aux nanotechnologies

4.1. Les nanotechnologies et I’opinion publique

Les nanotechnologies provoquent des réactions trés contrastées dans [|'opinion
publique. Elles suscitent dans un premier temps un engouement fort puisqu’elles sont percues
comme un symbole de modernité, de nouveauté et d’efficacité qui permet de répondre a des
problématiques non résolues jusqu’a présent. Certains industriels et publicitaires n’hésitent
donc pas a profiter de cette image et utilisent volontairement la notion « nano » pour
promouvoir des produits de consommation (Figure 27). Un phénomeéne similaire a déja été
observé entre les années 1930 et 1940 avec les produits radioactifs.

En effet, certains industriels profitaient de récentes découvertes sur la radioactivité
pour promouvoir des produits de consommation courant enrichis en éléments radioactifs
comme le radium. Les termes « radio », « atomique » et « radium » étaient inscrits sur les
emballages et les affiches publicitaires comme arguments de vente (Figure 27). Aujourd’hui,
le radium est interdit a la consommation puisqu’il est considéré comme dangereux pour la

santé, a fortiori lorsque nous y sommes exposés a des doses répétées.

Cependant, les nanotechnologies provoquent aussi de fortes réactions d’opposition et
d’inquiétude. Face a une technologie fantasmée et a des souvenirs de scandales sanitaires tels
que ceux de I"amiante dans les années 1990 et des OGMs au début du XXI®™® siécle, la
population redoute « un infiniment petit » disséminé et indétectable mais surtout dangereux
s’il est mal maitrisé. Par souci de canaliser les peurs et d’assurer une meilleure communication

sur l'utilité des nanotechnologies a répondre aux enjeux sociétaux, des rencontres entre
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militants écologistes, industriels et chercheurs sont régulierement organisées y
compris a Grenoble ol la Commission Nationale de Débat Public a organisé des débats (CNDP
nano) en 2009. Méme s’il reste compliqué d’ouvrir un dialogue raisonné entre les différents
groupes pro- et anti-nanotechnologies, ces débats permettent d’apporter une réflexion
autour des bénéfices et des risques des nanotechnologies pour la santé et I’environnement.
En 2010, 41% des Européens étaient favorables aux nanotechnologies. La volonté d’acheter
des produits contenant des nanoparticules varie en fonction du domaine d’application. En
effet, 70 % des personnes interrogées accepteraient d’acheter des revétements de surface et
des soins a base de NPs alors que 30% seraient prétes a acheter des cosmétiques contenant
des NPs et seulement 20% accepteraient d’acheter des produits alimentaires contenant des

NPs.
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Figure 27. Exemples de produits faisant références aux nanotechnologies comme

argument de vente en 2010. Comparaison avec les publicités des années 1940 promouvant
les produits contenant du radium.

4.2. Les différents organismes influant sur la législation des NMx

Si I’encadrement juridique des nanoparticules a progressé au cours des dernieres
décennies, les instances gouvernementales et européennes peinent a suivre le rythme rapide
du développement et de I'utilisation massive des nanotechnologies. Cette lenteur s’explique
par plusieurs facteurs incluant la nouveauté des nanomatériaux et donc la nécessité de créer

une législation nouvelle, les incertitudes liées aux risques potentiels des nanomatériaux et la
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volonté politique et économique de ne pas brider le développement d’une industrie a la fois

rentable et prometteuse.

L’exemple du 6° programme-cadre de 2002 a 2006 de la Commission européenne est a
ce titre révélateur. En effet, c’est ce programme-cadre qui a marqué I’essor de la politique
européenne en matiére de nanotechnologies. La Commission n’a néanmoins pas mis en place
de cadre législatif pour les nanotechnologies et s’est contentée de formuler des
recommandations. Ce n’est ensuite qu’avec le reglement REACH (Registration, Evaluation,
Authorization and Restriction of Chemicals) entré en vigueur en 2007 que les nanomatériaux
ont commencé a faire I'objet d’'un encadrement au niveau européen. Bien que les
nanomatériaux ne soient pas explicitement mentionnés dans le reglement ils n’en restent pas
moins considérés comme des produits chimiques qui tombent sous le coup de la régulation
REACH. Cependant, les produits chimiques ne font I'objet d’un enregistrement auprés de
I’Agence Européenne des Produits Chimiques (ECHA) seulement pour des quantités produites
ou importée supérieures a 1 tonne. Il est donc vraisemblable que certains nanomatériaux
produits ou importées en quantités inférieures soient susceptibles d’échapper a cette
contrainte. L'"ECHA a néanmoins formulé des recommandations sur la toxicologie et la sécurité

concernant les nanomatériaux.

Progressivement, la Commission a également imposé des recommandations et des
régles spécifiques sur certains types de produits et de NPs. Ainsi, I'autorisation des produits
biocides et des produits cosmétiques est soumise a des tests ciblant spécifiquement les nano-
risques (CE n°1223/2009 et UE n°528/2012). Le réglement sur les cosmétiques est notable en

ce gu’il constitue le premier outil de législation européen contenant des dispositions
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spécifiqgues aux nanomatériaux. Il prévoit par exemple que tous les
produits cosmétiques contenant des NPs doivent faire I’objet d’une notification aupres de la
Commission. Enfin, les réglements n°1223/2009 relatifs aux produits cosmétiques,
n°528/2012 relatifs aux produits biocides et n°1169/2011 concernant l'information des
consommateurs sur les denrées alimentaires (dit INCO) imposent que la présence de NMx
dans des produits de consommation soit soumise a une obligation d’étiquetage (depuis juillet
2013 pour les produits cosmétiques, depuis septembre 2013 pour les produits biocides et

depuis décembre 2014 concernant les denrées alimentaires)

Méme si ces premiers pas vers une régulation des NMx ont été salués, ils sont malgré
tout encore jugés insuffisants par certains auteurs qui regrettent par exemple les définitions
trop floues ou trop larges des NMx, ainsi que |'absence de
régulations des nanoparticules dans les textiles et les produits ménagers.

De méme, si I'obligation d’étiquetage permet une meilleure information des consommateurs,

la question de savoir si tous les consommateurs en tiendront compte reste ouverte.

Afin de répondre aux inquiétudes liées a I'impact des NPs sur la santé, I’environnement
et les risques au travail mais aussi de pallier certaines insuffisances de la législation
européenne, divers états européens se sont efforcés de |égiférer davantage sur les NPs. C'est
par exemple le cas de la France qui a été un des premiers états membres de I’Union
Européenne a instaurer des régulations en matiere de nanotechnologies. En effet, I’article 42
de la loi Grenelle | (ao(t 2009) puis I'article 185 de la loi Grenelle Il (juillet 2010) ont inscrit

dans le code de I'environnement la déclaration obligatoire de NMx conformément a
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I’Engagement n°159 du Grenelle de I'Environnement de novembre 2007. La loi entrée en
vigueur a compter de janvier 2013 prévoit que les fabricants, les importateurs et les
distributeurs de produits contenant des NPs doivent régulierement déclarer aupres de
I’Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de I'Alimentation, de I'Environnement et du Travail
(ANSES) « l'identité, les quantités et les usages de ces substances, ainsi que l'identité des
utilisateurs professionnels a qui elles les ont cédées ». Elle impose également la mise a la
disposition de I’ANSES de toutes les informations disponibles relatives aux dangers des
substances en question. Le but affiché de cette mesure pionniéere en
Europe et dans le monde est la mise en place de mesures de tracabilité, d’information des
consommateurs et de recensement des produits. En effet, les produits ainsi déclarés sont
inscrits au registre dit R-Nano dont le bilan est publié annuellement sur internet. D’autres pays
européens ont suivi cette démarche avec par exemple la promulgation de lois similaires au
Danemark en 2012 et en Belgique en 2014 ainsi que d’autres projets de lois envisagés dans
d’autres pays. Les mesures restent cependant critiquées par les
associations écologistes et les associations de consommateurs qui déplorent le trop faible
montant de I’'amende en cas de non-respect de la loi et du recours possible a une clause de
confidentialité. Elles demandent également un plus grand controle des produits a base de NPs
avant leur mise sur le marché, des seuils plus restrictifs, une définition moins large des NMx
et un contrdle accru des déclarations des industriels.

Notons enfin que |'obligation légale de signalement sur I'emballage n’est pas
systématiqguement respectée, le consommateur peut donc étre encore trompé quant a la
présence ou a I'absence de NPs dans les produits achetés. En novembre 2017, le Ministére de
I’Economie a révélé les premiers résultats d’une enquéte menée par la Direction Générale de

la Concurrence, de la Consommation et de la Répression des Fraudes (DGCCRF), qui effectue
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des opérations de controle depuis 2016 pour s’assurer que la réglementation européenne est
respectée. L'enquéte a montré une omniprésence des NPs dans les produits cosmétiques (35
produits sur 40) et une présence importante dans les produits alimentaires (29 produits sur
74) pour un étiquetage minimal puisque seulement un produit mentionnait la présence de
tous les nanomatériaux identifiés. En janvier 2018,
I’association de consommateurs UFC-Que Choisir a déposé neuf plaintes contre des fabricants

de produits alimentaires et cosmétiques pour non-respect de cette mesure.

Concernant, les travailleurs susceptibles d’étre exposés aux NMx, la réglementation en
matiére de prévention du risque chimique prévue par le code du travail (article L.4121-2),
s’appligue aussi aux NMx. elle permet d’appréhender les risques liés aux NMx et de distinguer
des mesures spécifiques lorsque certains NMx présentent des risques cancérogenes,
mutagénes et de toxicité pour la reproduction (catégorie 1A et 1B). L’ANSES a par exemple
soumis une proposition de classifier les NP-TiO; en catégorie 1B mais la commission de 'ECHA
n’a pas reconnu cette proposition et a conclu que les NP-TiO; pouvaient étre classifiées en
niveau 2 (potentiellement cancérigéne par inhalation). Bien que les
réglementations francaises et européennes n’ont pas encore défini de limites d’expositions
professionnelles globales pour les NMx, des organismes nationaux comme le National
Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH) aux Etats-unis ou |’Institut National de
Recherche et de Sécurité (INRS) en France ont établi plusieurs valeurs limites d’exposition
pour certains types de NMx. En France, les limites quotidiennes d’expositions professionnelles
pour les NP-TiO, sont par exemple de 0,3mg/m?3 et de 1ug/m?3 d’air respiré pour les nanotubes
de carbones. En France, Le code du travail, a fixé les limites d’exposition

concernant les NP-SiO; cristallines (substances classées 1, cancérogéne
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entre 50ug/m?3 et 100pg/m3 et a 10mg/m3 pour les NP-SiO, amorphes.

Ces limites sont en revanche variables d’un pays a I'autre.

5. Toxicité des NPs : le « risque nano »

5.1. Une discipline nouvelle : la nanotoxicologie

Dans un souci de répondre aux craintes soulevées par |'utilisation des NMx dans de
nombreux domaines, une nouvelle discipline s’est développée en parallele aux
nanotechnologies : la nanotoxicologie. Cette science qui a pour but d’étudier les risques
éventuels des nanomatériaux sur I’environnement et la santé a pris de I'importance a partir
des années 2000 avec un nombre de publications qui n’a cessé d’augmenter

(Figure 28A). L'intérét croissant des scientifiques pour la nanotoxicologie permet, d’une
part, de diversifier les modéles d’études comme les types de NMx étudiés (Figure 28B), le
modele cellulaire, le mode d’exposition, etc. dans I'objectif d’améliorer la compréhension des
mécanismes de toxicité et de répondre le plus adéquatement possible aux inquiétudes du
grand public , et, d’autre part, de confronter les travaux effectués

afin d’améliorer les outils et les études menées actuellement.
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Figure 28. Nombre de publications relatives a la toxicité des NMx. A- Nombre de
publications parues entre 1980 et 2010. B- Nombre de publications en fonction du type de
NMx. D’apres Sauer U.G. — Regul Toxicol Pharmacol. 2011. Et Boczkowski J. —
Nanotoxicology. 2010.

5.2. Les différents modes d’exposition aux NPs

La toxicité des NPs manufacturées dépend de multiples parameétres physico-chimiques
comme la composition, la taille, la forme et la stabilité (phénoménes de dissolution ou
d’agrégation). Chaque NM posséde donc un profil toxicologique qui lui est propre. De plus, les

voies de pénétration dans I'organisme influent grandement sur la toxicité des NPs. En effet,

86



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

nous pouvons y étre exposés de différentes manieres, soit par simple contact avec la peau,

soit par ingestion ou inhalation (Figure 29). La peau, I’appareil pulmonaire et gastro-intestinal

y sont trés exposés puisqu’ils sont en permanence en relation avec I’extérieur (Cf. partie 1. Le

systeme immunitaire). Les modes d’exposition peuvent étre plus ou moins dangereux. Ainsi,

un consommateur est surtout exposé aux NPs par contact (cosmétiques, tatouages, etc.) ou

ingestion (additifs alimentaires) alors que certains travailleurs y sont fortement exposés par

inhalation (industrie, travaux publics). Dans des cas plus rares, certaines applications

médicales nécessitent d’injecter des NPs directement dans la circulation sanguine (traitement

contre I’anémie, produits de contrastes). Par conséquent, un méme type de NM peut induire

des pathologies différentes selon les organes qui y sont exposés. (Buzea et al., 2007;

Oberdorster et al., 2005)
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Figure 29. Voies de pénétration des NPs dans ’organisme et risques associés pour la santé.
D’apres Buzea C. — Biointerphases. 2007.
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5.2.1. Interactions entre les NPs et la peau

La question de la capacité des NPs a traverser la peau reste controversée. En effet, bien
que plusieurs études aient révélé la capacité des NPs a traverser |’épiderme via les follicules
pileux, les glandes sébacées et les glandes sudoripares (Figure 30), suscitant ainsi des
inquiétudes concernant les cremes solaires a base de NPs de zinc et de titane,

d’autres études ont confirmé
I'incapacité des NPs présentes dans les cosmétiques a franchir le stratum corneum (couche la
plus superficielle de la peau composée d’'un empilement de cellules mortes), lorsque la peau
est saine. En revanche, des préoccupations plus sérieuses demeurent
lorsque la peau présente des microcoupures ou des brilures telles que les coups de soleil qui
facilitent la pénétration des NPs dans le derme.

Par le biais des capillaires sanguins et des cellules phagocytaires (macrophages et
cellules de Langerhans), les NPs peuvent ainsi s’insinuer dans le sang et les ganglions
lymphatiques. Ce phénomene a surtout été observé lorsque des personnes se font tatouer.
L’encre utilisée est injectée directement entre le derme et |'épiderme. Elle contient des NPs

qui peuvent ensuite étre redistribuées de maniere systémique.
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Stratum basale
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Figure 30. Possibles voies de pénétration des NPs a travers la peau. L épiderme est
constituée de trois couches successives de cellules : le Stratum basale, le stratum spinosum, le
Stratum granulosum. Les NPs sont capables de franchir |’épiderme de maniere paracellulaire
(a) et transcellulaire (b) (avec une faible capacité de pénétration). Elles peuvent aussi
traverser la peau avec un plus fort risque de pénétration via les follicules pileux (cl), les
pores sudoripaux (c2) et les glandes sébacées (c3). D’apreés Smijs T.G. — Nanotechnol Sci
Appl. 2013.

5.2.2. Interactions entre les NPs et I’intestin

Les NPs servant d’additif ou de colorants sont présentes dans de nombreux aliments et
boissons (Tableau 3). (Casals et al., 2008) Chez I’homme, I'ingestion quotidienne de NPs
estimée est donc conséquente. En effet, plusieurs études (dont la revue de Frohlich and
Frohlich, 2016) rendent compte des quantités moyennes de NPs de silice (NP-SiO3), de titane
(NP-TiO), de zinc (NP-ZnO) et d’argent (NP-Ag) ingérées. Elles sont estimées a plusieurs
dizaines voire centaines de milligrammes par jour et par personne. Il va sans dire que les
quantités ingérées varient selon I'age, le sexe, la corpulence et le mode de vie de chaque
individu. Ces résultats servent cependant a nous donner une idée de I'omniprésence des NPs
dans nos assiettes. La possibilité de leur implication dans certaines pathologies gastro-
intestinales chroniques émergentes (maladie de Crohn) ne semble donc pas dépourvue de

sens.
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Table 1. The use of nanoparticles as food additives

Substance Food Additives

E-171  Ultrafine Titanium Dioxide Power e Tables and Capsules
o Cottage and Mozzarella cheses
e horseradish cream

e sauces, lemon curt and sweets

E-172  Iron oxides and Dioxides e Cake, dessert mixes
e Meat paste, salmon and shrimp paste

E-173  Aluminium e External decoration in cakes
e Antacid treatments
e Tap watter drinking supply
E-174  Silver e External Decoration

E-175  Gold e External Decoration

Tableau 3. Principales NPs utilisées en tant qu’additifs alimentaires. D’aprés Casals E. —
TrAC. 2008.

Avec ses 200m? de surface de contact avec I'extérieur, I’épithélium intestinal posséde
un fort potentiel d’interaction avec les NPs présentes lors du transit qui dure entre 20 et 30
heures. Bien que les NPs soient majoritairement éliminées par les féces, la présence de cellules
spécialisées (cellules microfold et dendritiques) facilite leur transport a travers |'épithélium.
(des Rieux et al., 2007) Plusieurs études ont démontré les possibles effets toxiques des NP-Ag,
des NP-TiO,, NP-SiO, et des NP-ZnO sur les cellules intestinales. Leur accumulation induit
principalement des dommages a I’ADN et favorise la production de ROS et de cytokines
inflammatoires (11-8) (De Angelis et al., 2013; Dorier et al., 2015, 2017). Il a également été
démontré que les NP-TiO, déstabilisent les microvillosités et les jonctions serrées des cellules
épithéliales de I'intestin, altérant ainsi la capacité d’absorption des nutriments et les fonctions
de barriere de I’épithélium intestinal. (Koeneman et al., 2010) Outre les effets directs des NPs
sur les cellules, les NP-Ag sont susceptibles de déséquilibrer le microbiote (dysbiose) via leurs
propriétés antibactériennes. (Chen et al., 2017; Lu et al., 2013) Or, le microbiote assure de

multiples fonctions nécessaires a I’'h6te comme la dégradation de composants non-digérés, la
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syntheése de vitamines (vitamines B et K), la résistance aux micro-
organismes pathogeénes ainsi que la régulation du systeme immunitaire.

(Figure 31). Les NPs ingérées de maniére répétée sont donc susceptibles de perturber
durablement les fonctions de l'intestin, soit en agissant directement au niveau des cellules
épithéliales soit indirectement en modifiant le microbiote et
la réponse immunitaire. Plusieurs études se sont également intéressées aux effets
systémiques liés a I'ingestion de NPs. Cet intérét est di d’'une part, a la présence de réseaux
lymphatiques et vasculaires situés juste en-dessous de |'épithélium et qui ajoutent des risques
de diffusion des NPs a travers I'’ensemble de |'organisme, et, d’autre part, au fait que
I'altération du microbiote n’influe pas seulement les fonctions intestinales mais intervient
dans d’autres affections telles que I'anxiété et la dépression.

Certains auteurs ont ainsi cherché a démontrer un lien entre l'ingestion de NP-Ag, la

perturbation du microbiote et les troubles anxieux.
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Figure 31. Role du microbiote intestinal dans le maintien de I’homéostasie et de sa

contribution dans certaines maladies lorsqu’il est déséquilibré. Le microbiote influe sur le
stockage des graisses et la balance énergétique (a), les fonctions de la barriere intestinale
(b), l'inflammation (c), la réactivité au stress (d), les comportement anxieux et dépressifs (e).
Abréviations : GI, gastro-intestinal ; CNS, systeme nerveux central ; ANS, systeme nerveux
autonome ; ENS, systeme nerveux entérique. D’aprés Foster J.A. — Trends Neurosci. 2013.

5.2.3. Les interactions entre les nanoparticules et les poumons

L’entrée parinhalation des NPs dans notre organisme est la voie d’exposition qui semble
susciter le plus d’intérét et est étudiée tres attentivement pour de multiples raisons. Tout
d’abord, les maladies pulmonaires professionnelles (pneumoconioses et cancers) liées a
I'inhalation de fibres d’amiante (Wagner et al., 1960) ou de silice cristalline (Peretz et al., 2006)
sont largement connues et ont causé plusieurs scandales sanitaires ayant marqué les esprits.
Il s"avere donc important de ne pas reproduire les erreurs d’autrefois. De plus, bien que les
travailleurs soient les plus concernés par les risques d’inhalation de NPs manufacturées,
I’opinion publique est sensibilisée depuis longtemps aux questions liées a la pollution de I'air
par les particules fines, ultrafines, etc. Enfin, le poumon étant un organe trés vascularisé pour

permettre les échanges gazeux, le risque que les NPs entrent dans la circulation sanguine est
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avéré. (Nemmar, 2002) Elles sont en effet susceptibles d’induire des pathologies nouvelles

(plus ou moins généralisées) autres que celles liées aux poumons.

Une fois inhalées, les particules peuvent soit étre exhalées soit se déposer et/ou
s’accumuler dans les différentes parties des voies respiratoires. Selon leur taille, les particules
n’ont pas le méme devenir. En effet les particules micrométriques sont davantage retrouvées
dans les voies supérieures (fosse nasale, bouche, pharynx, larynx) alors que les nanoparticules
pénétrent les couches plus profondes des voies respiratoires puisqu’elles sont retrouvées
majoritairement dans les alvéoles pulmonaires ainsi que, dans une moindre mesure dans la
zone trachéo-bronchique (Figure 32A). (Carvalho et al., 2011) De plus, les particules de grande
taille supérieures a 5um sont plus facilement éliminées par exhalation alors que les particules
de plus petite taille et les NPs sont phagocytées par les macrophages (Figure 32B). (van Rijt et

al., 2014)

L

Nano Micro

Exhaled

Extrathoracique —

Trachéo-bronchique|

IfAtvéolaire

T T T | Deposition and
10 100 1 000 104 10° uptake in atveoli
Diamétre de particule (nm)

Figure 32. Devenir des particules inhalées en fonction de leur taille au niveau des
poumons. A- Influence de la taille des particules inhalées sur leur répartition pulmonaire. B-
Possibilites d’élimination des particules en fonction de leur taille. D’apreés le rapport de
I’INRS. Dossier nanomatériaux, nanoparticules. 2016. Et Van Rijt S.H. — Eur. Respir. J.
2014.
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Certains NMx ne sont cependant pas éliminés efficacement par phagocytose. lIs peuvent
d’une part, s"accumuler dans les alvéoles causant ainsi des inflammations persistantes et
d’autre part, traverser la paroi alvéolaire, rejoindre les structures ganglionnaires ainsi que les
systemes lymphatique et sanguin afin d’atteindre d’autres organes (Figure 33). (Miserocchi et

al., 2008; Nakane, 2012)
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Figure 33. Effets possibles des NPs inhalées sur la santé. D’apreés le rapport de I’INRS.
Dossier nanomatériaux, nanoparticules. 2016.

L'accumulation et I’élimination des particules (ou fibres) dans les poumons sont des
facteurs déterminants dans [|’évolution de l'inflammation chronique pulmonaire liée a
I"amiante (asbestose) et a la silice cristalline (silicose). (Davis, 1989) Etant donné les graves
conséquences sur la santé des travailleurs qui y ont été exposés, les mécanismes mis en jeu
dans ces maladies ont largement été étudiés (Davis, 1986; Hamilton et al., 2008) et servent de
point de départ (ou de comparaison) dans les études de toxicité actuelles concernant les NPs

manufacturées. En effet, dans ces deux affections pulmonaires, il s’est avéré que la production
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de ROS endommageant les cellules pulmonaires et la sur-activation continue des
macrophages résidents semblent étre a I'origine d’'un déséquilibre au court-long terme de
I’homéostasie tissulaire causant la maladie. Dans un premier temps, les radicaux libres
oxygénés sont issus de la réactivité de surface de certaines variétés d’amiante (crocidolite,
amsite, actinolite) a cause de la présence d’éléments métalliques tels que le fer.

Dans le cas de la silice cristalline, cela est di a des clivages des
liaisons covalentes silice-oxygene et a leurs réactions avec |'eau et le
peroxyde d’hydrogene. Dans un deuxiéme temps, la production
de ROS résulte d’un « burst oxydatif » a la suite de I’ internalisation de I'amiante et de lasilice
par les macrophages. L’accumulation des ROS induit des mécanismes de mort cellulaire ainsi
que des dommages a I’ADN au niveau des cellules épithéliales qui sont responsables de Iésions
au niveau du poumon. L’activation des macrophages alvéolaires favorise aussi le recrutement
d’autres macrophages et de cellules immunitaires comme les mastocytes, les neutrophiles, et

les lymphocytes.

Dans le cas particulier de la silice cristalline, son internalisation par les macrophages
peut également conduire a leur mort a cause de différents mécanismes tels que la rupture des
membranes lysosomales, la perturbation du potentiel mitochondrial

et l'activation de divers signaux apoptotiques notamment via
I'intermédiaire de récepteurs éboueurs (SR) de type MARCO. La
présence de corps apoptotiques chargés en silice cristalline non digérée favorise ainsi le
recrutement d’autres macrophages qui subiront eux-mémes les effets de la silice. La silicose
doit donc étre vue comme un ensemble de phénomeénes d’amplification de I'inflammation

dans lesquels les macrophages jouent un role central (Figure 34).
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L'inflammation chronique a lieu en méme temps que des mécanismes de réparation tissulaire
médiés par les macrophages M2. La sécrétion de TGF-B contribue a I'accumulation de
constituants de la matrice extracellulaire (collagéne) nécessaires a la formation des fibroses
(Branton and Kopp, 1999; Mossman and Churg, 1998) pouvant évoluer a long terme vers

certains cancers du poumon.
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Figure 34. Mécanismes de toxicité des NPs de silice cristalline (focalisation sur les
macrophages alvéolaires). Adapté de Hamilton R.F. Jr — Free Radic. Biol. Med. 2008.

6. Les parametres physico-chimiques influencant la toxicité des NPs

6.1. La taille, la forme et le matériau qui compose les NPs

La taille des NPs influe principalement sur la profondeur de pénétration dans

I'organisme. En effet, plus les particules sont de petite taille et plus elles risquent de
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progresser facilement a l'intérieur d’un organe (comme par exemple le poumon).
Les nanoparticules de petites tailles semblent traverser plus facilement les barrieres
biologiques mises en places par |I'organisme tels que le mucus de I'intestin
ou le stratum corneum de la peau. Enfin, la translocation des particules vers les

systéemes lymphatique et vasculaire est également influencée par la taille des particules.

La taille détermine également les moyens mis en place par la cellule pour capturer les
particules. Elle influe a la fois sur la cinétique d’internalisation et sur le trafic intracellulaire
des NPs. La phagocytose favorise I'internalisation des particules de grande taille comprises
entre 1um et une dizaine de micromeétres. L'endocytose sert principalement a capturer des
particules inférieures a 200nm dont les variations, a la fois de taille et de chimie de surface
(comme par exemple la présence ou l'absence de ligands) influent sur les possibilités
d’endocytose qui peuvent étre soit clathrine- ou cavéoline- dépendantes soit clathrine- ou
cavéoline-indépendantes. La pinocytose et la macropinocytose servent a capturer de maniére

non-spécifique, respectivement, des solutés ou des particules supérieures a 1um (Figure 35).
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Figure 35. Impact de la taille des NPs sur les possibilités d’internalisation. D’aprés Petros
R.A. et DeSimone J.M. — Nat. Rev. Drug. Discov. 2010.

Pour un méme matériau, plus la particule est petite et plus sa surface spécifique devient
grande. En d’autres termes, pour un méme volume occupé, les particules a I'échelle
nanométrique auront davantage de surfaces exposées au milieu extérieur que les
microparticules (Figure 36). (Koehler, 2015) Ce phénomene augmente ainsi les possibilités

d’interactions avec les différents composants du milieu qui entoure les nanoparticules.
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Particule Microparticule Nanoparticule
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Réactivité de surface

Figure 36. Augmentation de la réactivité de surface des particules en fonction de la taille
pour un méme volume occupé. Adapté de Koehler A.R. — Toxicity of Engineered
Nanomaterials. 20135.

Cependant, les études menées par Satzer et al., 2016 ont montré que des protéines
(myoglobine et albumine) libres avaient davantage la capacité de s’adsorber sur les particules
de grande taille. De plus, il s’avere que les protéines adsorbées a la surface de particules dont
le diametre est supérieur a 150 nm présentent des changements conformationnels qui ne sont
pas observés dans le cas des particules de plus petites taille. Les auteurs n’ont pas encore
déterminé si toutes les protéines en contact avec les particules se comportaient de la méme
maniére mais ils soulévent des questionnements sur les modifications de réactivité des
protéines qui constituent la corona (ensemble des biomolécules adsorbées a la surface des
NPs) ainsi que sur I'influence de ces modifications sur la toxicité des particules. La taille des
particules modifie aussi la composition en protéines de la corona lorsqu’elles se situent dans
un milieu biologique. Or ces protéines peuvent servir de ligand a différents types de
récepteurs cellulaires. La maniere dont la taille des particules influe sur leur toxicité dépend

donc aussi de la composition en protéines adsorbées. (Lundqvist et al., 2008)
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La forme influe également sur l'internalisation des particules. Certains auteurs

ont par exemple mis en évidence que

les formes réguliéres telles que les spheres sont internalisées de maniére rapide et homogéne
par les macrophages alors que les formes elliptiques sont phagocytées plus ou moins
lentement en fonction de la surface présentée (un contact avec le plus grand axe favorisera
I'internalisation contrairement a la surface plane ou au plus petit axe). Des études ont montré
que la forme des particules peut influencer le degré de toxicité (inflammatoire) des NPs
métalliques telles que les NP-ZnO et les NP-TiO,. Pour ces derniéres, les nanosphéres semblent

moins toxiques pour les cellules épithéliales pulmonaires que les nanofibres.

Celava sans dire, un des principaux facteurs modulant la toxicité des NPs est le matériau
qui les compose. En effet, le matériau peut avoir plusieurs conséquences
guant au devenir des NPs. Il peut jouer sur la capacité de dissolution. Ainsi, certains métaux
comme le nickel ou le zinc se dissolvent facilement et les ions libérés augmentent I’'effet
cytotoxique. La réactivité de
surface de certaines NPs métalliques (par opposition aux nanoparticules organiques) peut
aussi apporter une toxicité supplémentaire en produisant des radicaux libres (ROS) et des ions
superoxydes O%. Ces réactions peuvent survenir en présence de
lumiere (UV), de peroxyde d’hydrogene et de dioxygene (Figures 37A et 37B). Ainsi de
nombreuses applications médicales a base de NPs comme par exemple |'imagerie, utilisent
des molécules biocompatibles comme agent d’enrobage dans le but de rendre les NPs plus

inertes vis-a-vis des milieux biologiques.
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Figure 37. Mécanismes de toxicité des NPs. A- Réactions générant des especes réactives a

[’oxygene. B- Possibles mécanismes par lesquels les NPs interagissent avec le milieu
biologique. D’aprés Fu P.P. — J. Food. Drug. Anal. 2014 et Nel. A. — Science. 2006.

A noter que, la structure atomique d’'un méme matériau qui compose les NPs (forme

cristalline ou amorphe) influe aussi sur les propriétés physico-chimiques de ces dernieres,

incluant la formation de ROS et leur capacité a endommager I’ADN. Cela a été observé pour

les NP-TiO; rutiles, anatases et amorphes. (Dorrier et al., 2015; Gurr et al., 2005; Jiang et al.,

2008) Dans le cas de la silice, de nombreuses études de toxicité effectuées sur des modeles in

vivo et in vitro ont montré des différences tres importantes de toxicité intrinséques entre la

forme cristalline et la silice amorphe. (Mossman and Churg, 1998; Uboldi et al., 2012; Warheit

et al., 1995)

6.2. La charge de surface et solubilité

En lien avec les matériaux, |’effet de I’état de charge sur le devenir des NPs a également

suscité beaucoup d’intérét. En effet, la charge de surface des NPs influe sur les interactions
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avec les protéines du milieu, la capacité d”’internalisation, le trafic intracellulaire

ainsi que sur |'effet cytotoxique que peuvent engendrer les NPs. En regle générale, plus
les charges de surface sont élevées et plus les interactions entre les NPs et le milieu
environnant sont importantes. Contrairement aux NPs neutres, les NPs chargées positivement
adhérent par exemple plus facilement au mucus. Ainsi, elles ne peuvent plus le franchir ce qui
limite les contacts avec les cellules épithéliales. Les NPs chargées
positivement sont en revanche plus toxiques et plus facilement internalisées par les cellules
via la présence de résidus négatifs tels que les acides sialiques situés au niveau des
membranes cellulaires.

De plus, les études menées sur des NP-Au ont
montré que le pouvoir de pénétration des NPs a travers la membrane plasmique des cellules
ainsi que leur toxicité médiée par une déstabilisation des bicouches lipidiques est
proportionnelle aux charges de surface positives des NPs. Ce phénomeéne s’avere intéressant
dans le cadre de stratégies thérapeutiques pour augmenter la capacité d’internalisation des
NPs par des cellules cibles (Figure 38). En revanche, bien que les NPs soient moins bien
internalisées, d’autres stratégies thérapeutiques cherchent au contraire a augmenter la
furtivité des NPs en favorisant une charge globale neutre (comme par exemple les NPs
constituées ou enrobées de polyéthyléne glycol PEG) leur permettant d’étre moins réactives
vis-a-vis du milieu environnant et limitant ainsi les interactions non spécifiques ainsi que leur

toxicité.
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Figure 38. Effet de la charge de surface des NPs sur leur internalisation et leur toxicité.
D’apres Lin J. — ACS-Nano. 2010.

L’état de charge des particules en suspension est déterminé par la mesure du potentiel
zeta (mV) qui prend en compte la charge intrinséque des particules ainsi que les « nuages »
d’ions qui les entourent (Figure 39). (Freire et al., 2011) Le potentiel zeta influe également sur

la capacité de dispersion des NPs ou sur les phénomeénes d’agglomération et d’agrégation.

___Q—-— Particle with negative
surface charge

Stern layer

-100

mV

Distance from particle surface

Figure 39. Charge de surface et potentiel zeta. D’aprés Freire J.M. — Eur. Biophys. J.
2011.

103



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Enfin, le caractéere hydrophile/hydrophobe est encore trés controversé et n’est pas en
soi un facteur déterminant dans le caractere cytotoxique des NPs. En effet, il est surtout relié
a d’autres facteurs comme la taille, la dissolution, le matériau et I'agent d’enrobage qui
constituent la particule, etc. Les NPs de ferrite de nickel (NP-Ni-Fe;04) rendues hydrophobes
sont par exemple plus toxiques que lorsqu’elles sont hydrophiles. En
revanche, les NP-TiO, semblent davantage toxiques ou inflammatoires lorsqu’elles sont

hydrophiles.

6.3. Les phénomeénes d’agrégation ou d’agglomération

Comme précisé dans le paragraphe 1 (Définition des nanomatériaux), les NPs peuvent
former des agrégats ou des agglomérats de formes et tailles différentes. Ces phénomenes sont
principalement influencés par la solubilité et I'état de charge des particules qui influent sur
leur devenir dans I'organisme, notamment via des modifications diverses de leur réactivité
biologique. L’augmentation de la taille et des irrégularités de forme modifie par exemple la
capacité d’internalisation ainsi que les voies d’internalisation. La
toxicité des NPs agglomérées ou agrégées par rapport aux NPs libres est trés variable selon le
type de NPs et le type cellulaire utilisé pour I'étude. De plus les états d’agglomération et
d’agrégation peuvent aussi conduire a des phénomenes de sédimentation créant des

interférences dans les études de toxicité.
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7. Des nanoparticules utilisées en thérapeutique

Les nanoparticules organiques (comme les liposomes et les polymeéres) ou inorganiques
(comme les métaux) suscitent un intérét trés fort en médecine. Dans un premier temps, elles
semblent prometteuses dans les domaines de I'imagerie médicale. En effet, les NPs d’or (NP-
Au), d’oxyde de fer (NP-Fe203) et de gadolinium (NP-Gd) sont déja utilisées en tant qu’agents
de contraste en imagerie a résonnance magnétique (IRM) ou en imagerie par rayon X
(scanners). Les points quantiques possedent quant a eux des propriétés innovantes en
imagerie basée sur la fluorescence. (Busquets et al., 2015) Dans les domaines de la
vaccination, les NPs peuvent étre utilisées comme systémes de délivrance d’Ag. Elles peuvent
par exemple véhiculer I’Ag a leur surface via des mécanismes de conjugaison ou d’adsorption,
ou alors protéger I’Ag du milieu biologique en I'’encapsulant a I'intérieur de la particule (Figure

40). (Zhao et al., 2014)

Conjugation Encapsulation Adsorption

®
w
@ I

Figure 40. Possibilités de transport d’Ag via ’utilisation de NPs. D’aprés Zaho L. —
Vaccine. 2014.
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Par conséquent, l'utilisation de NPs permettrait aussi d’optimiser I'immunisation en
multipliant les voies d’administration qui induisent des immunités différentes (Figure 41).

(Holmgren and Czerkinsky, 2005)

Voie ‘ Voie ' ‘ Voie ' » Voie
. o nasale - o rectale - vaginale

oo

Figure 41. Zones d’expression du systéme immunitaire (expression d’IgA) en fonction de la
voie utilisée pour administrer le vaccin. Utilisation de vaccins avec la toxine B du choléra.
Le degre d’expression d’IgA est représenté en rouge . les organes qui expriment fortement les
[gA sont fortement saturés en rouge et inversement, la faible expression d’IgA est représentée
par une couleur rouge pale. D’aprés Holmgren J. et Czerkinsky C. — Nat. Med. 2005.

Enfin, les NPs sont largement utilisées dans I’élaboration de stratégies anti-cancéreuses.
Ces derniéres peuvent se dérouler de la méme maniere que les stratégies vaccinales en
délivrant des chimiothérapies, ou dans le cas particulier des NPs métalliques, en utilisant leurs
propriétés physico-chimiques (génération de chaleur ou de photoélectrons) qui favorisent

I"apoptose des cellules tumorales. Les différentes stratégies anti-cancéreuses sont détaillées

dans le paragraphe ci-dessous.
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7.1. Description synthétique du potentiel des NPs en thérapie anti-cancéreuse

L'utilisation des NPs en thérapeutique nécessite d’évaluer leurs interactions avec les
cellules et les milieux biologiques ainsi que les phénomeénes de détoxification et de clairance
mis en place par I’organisme. Ces études permettent de s’assurer de I'absence de toxicité des
NPs mais aussi de leur stabilité, ce qui est nécessaire a I'efficacité thérapeutique. En effet, une
dégradation trop précoce ou une agglomération des NPs est susceptible d’empécher
I'acheminement de ces particules dans I'organe ciblé. Dans de nombreuses stratégies anti-
tumorale, I'utilisation de NPs biodégradables injectées dans la circulation sanguine permet la
libération des chimiothérapies préférentiellement au niveau du site tumoral et éviterait la
propagation des médicaments dans tout I’organisme responsables des effets secondaires qui
leur sont imputés. En effet, I’utilisation de NPs permet un ciblage tumoral dit « passif » via une
vascularisation accrue assortie d’un faible drainage lymphatique au niveau des tumeurs. Ce
phénomene est ainsi appelé effet de perméabilité et de rétention (EPR) (Figure 42).

A savoir, de nombreuses études essaient d’améliorer
la capacité et la spécificité de rétention grace a un ciblage « actif » des NPs médié par la
présence de ligands situés a la surface des NPs. Apres internalisation des NPs, la libération du
principe actif enfermé dans les NPs peut ensuite s’effectuer grace a de multiples stimuli
intracellulaires pH- et enzymes-dépendants (Figure 42). Néanmoins,
I’efficacité de I’accumulation des NPs via un ciblage « passif» et ['utilité de leur
fonctionnalisation restent encore trés controversées lorsque |’'on considére les études in vivo.
En effet, de nombreux résultats suggérent que seulement 2% des NPs injectées dans la

circulation sanguine rejoignent la tumeur.
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Figure 42. Spécificité de ciblage des NPs en thérapie anti-cancéreuse. Adapté de Wu H-C.
—J.0Oncol. 2010.

Concernant les NPs métalliques des études ont montré que les NPs accumulées dans la
tumeur ont la capacité d’étre stimulées via des sources extérieures telles que des irradiations
infrarouge (NIR) ou des champs magnétiques induisant une hyperthermie rapide, létale et
localisée uniquement au niveau de la tumeur. Les NPs a haut numéro atomique (HZE) telles
qgue les NP-Au, les NP-TiO3, les NP-Gd, les NP-Fe;0s3, etc. sont quant a elles des candidates
intéressantes pour améliorer I'efficacité des radiothérapies actuelles. En effet, les
radiothérapies nécessitent des radiations répétées et a de fortes intensités (exprimées en
MeV) lésant les tissus sains avoisinants. Dans certains cas (comme celui des glioblastomes), il
s’avere donc impossible d’effectuer des radiothérapies efficaces sans induire de dommages
invalidant le patient. La stimulation des NPs par des rayonnements X de faible intensité (KeV)
permet donc de libérer de maniére tres localisée des photoélectrons toxiques pour la tumeur

épargnant ainsi les tissus sains avoisinants. (Arvizo et al., 2012)
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7.2. Recherches cliniques et autorisations de mise sur le marché

Dans le secteur médical de nombreuses NPs organiques et inorganiques sont utilisées
en phase de recherche clinique avancée ou ont obtenu des autorisations de mise sur le
marché. Aux Etats-Unis, ces autorisations se font via la Food and Drugs Administration (FDA)
qui valide a la fois I'efficacité et la slireté du médicament. Actuellement, 77 produits sont
utilisés dans des essais cliniques et 51 ont déja été approuvés par la FDA.

Les premiers médicaments a base de NPs a avoir été autorisés a la commercialisation sont des
formulations contenant des micelles capables de renfermer des molécules lipophiles. S’est
ensuivi, a partir des années 1990 de la commercialisation de liposomes comme le Doxil® (des
laboratoires Janssen, 1995) qui permettent de renfermer des composés anti-cancéreux a la
fois hydrophiles et lipophiles. Ces nouvelles
formulations améliorent la biodisponibilité des médicaments et limitent aussi leur toxicité.
L'amélioration des connaissances en nanomédecine a progressivement permis de
commercialiser d’autres types de NPs organiques et/ou inorganiques plus complexes (comme
les NPs métalliques, les NPs composées de protéines ou de polymeres, etc.) servant de
thérapies a de multiples pathologies. A titre d’exemples, nous pouvons citer
Injectafer®/Ferinject® (des laboratoires Vifor Pharma, 2013) contenant des NPs de
carboxymaltose ferrique et qui est utilisé pour traiter I’'anémie. Le Plegridy® (des laboratoires
Biogen, 2014) est composé de protéines immunomodulatrices conjuguées a des NPs de
polymeére (PEG) et est utilisé dans le traitement de la sclérose en plaque. L’Adynovate® (des
laboratoires Baxalta, 2015) est composé de protéines reliées a des NPs de PEG et sert a traiter
I’"hémophilie. Un large choix de NPs permet aussi de renforcer les possibilités de stratégies

anti-cancéreuses. L'Onivyde® (des laboratoires Merrimack, 2015) est composé de NPs sous
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forme de liposomes refermant de I'lrinotécan, une molécule anti cancéreuse. Ce traitement
est utilisé contre le cancer du pancréas. Le Nanotherm® (des laboratoires MAgForce, 2010)

est composé de NPs-Fe;0s et sert a traiter les glioblastomes via thermothérapie.

Les NPs les plus approuvées jusqu’a présent par la FDA sont principalement celles a base
de liposomes et de polymeéres qui ont dominé les nanomédicaments dans les 1990. Si elles
sont toujours d’actualité, elles sont cependant concurrencées par les NPs micellaires,
métalliques et protéiques, dont beaucoup sont encore au stade d’essais cliniques. De plus, la
combinaison de différents types de matériaux ne s’exclut pas puisque la plupart des NPs
micellaires et des liposomes incorporent des polymeéres, de méme que certaines des NPs a

base de protéines.

8. Utilité du macrophage comme modéle d’étude.

Comme précisé dans le paragraphe 6 (Les parametres physico-chimiques influencant la
toxicité des NPs) les NPs, qu’elles aient ou non un but thérapeutique possédent de
nombreuses caractéristiques physico-chimiques qui influent sur leur comportement dans un
milieu biologique. Etudier I'impact des NPs sur les macrophages n’est pas dépourvu de sens
puisqu’ils jouent un réle capital dans I’élimination ou au contraire dans la tolérance des NPs
présentes dans |'organisme. Dans un premier temps, il s'avere utile de s’assurer si elles
demeurent furtives ou si au contraire, elles sont facilement reconnues par les macrophages.
En effet, la discrétion des NPs vis-a-vis du systéme immunitaire peut s’avérer étre un critere
important afin d’augmenter la demi-vie du principe actif ou faciliter leur accumulation dans

un site précis tels que les tumeurs. En
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revanche, une mauvaise élimination des NPs est imputée a plusieurs maladies telles que
I’athérosclérose, I'asbestose et la silicose.

Dans un second temps, la détection des NPs par les macrophages induit un nombre de
possibilités tres variées de réponses cellulaires qui dépendent du type de récepteurs
cellulaires et des voies de signalisations intracellulaires mis en jeu ainsi que des divers stimuli
envoyés par le microenvironnement. Ces divers mécanismes sont a la base du caractére
inflammatoire ou non-inflammatoire des NPs internalisées c’est-a-dire de la polarisation des
macrophages en M1 inflammatoires ou M2 non-inflammatoires. Enfin, les macrophages
jouant un roéle central dans le maintien de I'homéostasie et l'initiation de la réponse
immunitaire, I'effet intrinseque des NPs sur les macrophages peut avoir des répercussions
indirectes sur I'organisme. Une réaction exacerbée des macrophages est susceptible de
conduire a des altérations tissulaires alors qu’une diminution de leurs fonctionnalités pourrait
avoir des répercussions sur les capacités de régénération tissulaire et de lutte contre les

agents infectieux.

De plus, du fait de leur présence dans I'ensemble des tissus et de leur forte capacité
phagocytaire assurant ainsi une veille immunologique, les macrophages sont bien plus
susceptibles que d’autres types cellulaires d’étre en contact avec les NPs et de subir leurs
possibles effets. Bien que les études de l'effet des NPs sur les macrophages s’averent
pertinentes, ces recherches doivent cependant étre comparées avec d’autres recherches
menées sur des modeles cellulaires différents et complétées par des études in vivo. En effet,
les cellules qui composent un tissu interagissent les unes avec les autres. Elles sont donc toutes

susceptibles d’influer sur le caractére toxique ou bénin d’un type de NPs.
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Concernant les stratégies thérapeutiques anticancéreuses, |'utilisation de macrophages
véhiculant de grandes quantités de NPs dans la tumeur semble étre une stratégie
intéressante. Les expériences utilisant ce type de stratégies effectuées in vitro par

et celles menées in vivo par ont déja donné des résultats prometteurs.
L'utilisation des macrophages dans une stratégie de cheval de Troie est intéressante pour
diverses raisons : 1) Leur capacité a ingérer une grande quantité de NPs. 2) Leur capacité a
migrer au niveau des zones inflammatoires telles que les tumeurs (la présence de TAM prouve
qgue les macrophages sont capables d’étre présents en grand nombre sur un site tumoral). 3)
La capacité des monocytes/macrophages a franchir plusieurs types de barrieres physiques
comme les parois des vaisseaux sanguins ou la barriere hématoencéphalique.

L’utilité des macrophages serait donc d’améliorer le rendement et la spécificité
de ciblage des tumeurs difficilement atteignables par les NPs libres. Cette stratégie peut

également minimiser les risques de diffusion des particules hors de la tumeur.
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RESULTATS

Projet préliminaire : Evaluation de 'influence des milieux de

culture sur la physiologie des macrophages J774 ainsi que sur leurs

réponses suite a une exposition a des nanoparticules

1. Bréve présentation du projet

Les études in vitro offrent la possibilité de travailler sur de multiples types cellulaires
différents et ainsi, d’évaluer les effets de diverses molécules sur un large choix de cellules. En
thérapeutigue comme dans des études de toxicité, cette premiere approche est essentielle
avant de poursuivre sur des modeles expérimentaux in vivo qui sont beaucoup plus
contraignants. En revanche, la principale critique apportée a I’encontre des études menées in
vitro est leur éloignement des conditions biologiques réelles. En effet, les milieux de culture
utilisés ont une composition généralement trés éloignée des conditions physiologiques d’un
tissu ou d’un organe. De plus, chaque type cellulaire n’étant pas situé dans les mémes zones
de I'organisme, il n"a normalement pas les mémes besoins nutritionnels et ne répond pas
forcément aux méme signaux apportés par le microenvironnement. Par conséquent, bien que
les cellules puissent étre entretenues dans un milieu de culture vendu par défaut (non
spécifique a chaque type cellulaire), il n’est donc pas déraisonnable de penser que le milieu
de culture puisse modifier la réponse cellulaire et la sensibilité des cellules lors d’ajouts de
stimuli exogenes tels que des NPs. De plus, ces derniéres peuvent étre influencées par le
milieu de culture via la présence d’une corona spécifigue aux composants présents dans le
milieu utilisé. Ce phénomeéne peut donc également jouer un réle dans la variabilité des

réponses cellulaires face a I’'ajout de NPs.
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Dans ce travail, effectué pendant la premiére année de these et dont les résultats ont
abouti a une publication, nous avons utilisé des lignées cellulaires de
macrophages J774 qui ont la particularité d’étre cultivables dans deux milieux de culture
différents et classiquement utilisés en laboratoire. Il s’agit du milieu RPMI (Rockwell Park
Memorial Institute Medium) et du milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium). Cela a
permis de comparer la physiologie des cellules cultivées dans ces deux milieux ainsi que leurs
réponses face a I'exposition a des NPs métalliques d’oxyde de cuivre (NP-CuQ). Les études
fonctionnelles et ciblées ont été effectuées (tests de phagocytose, d’inflammation, etc.) en
paralléle aux résultats de protéomique menés par Thierry Rabilloud et dans la continuité des
travaux menés par Sarah Triboulet (thése obtenue en 2013), dans lesquels elle a évalué la

toxicité des nanoparticules d’oxyde de cuivre sur les macrophages.

2. Résultats publiés concernant I’effet du milieu de culture sur la réponse

cellulaire

115



RESULTATS

2864 DOI 10.1002/pmic.201600052

RESEARCH ARTICLE

Proteomics 2016, 16, 2864-2877

Culture medium associated changes in the core
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The physiology of cells cultured in vitro depends obviously on the external conditions, including
the nutrients present in the culture medium. In order to test the influence of this parameter,
J774 macrophages grown either in RPMI or in DMEM were compared by a combination of
targeted analyses and a proteomic approach. The two media differ in their glucose, amino
acids, and vitamins concentrations, but there were no significant differences in the cell cycle or
in the percentage of phagocytic cells in both media, although the phagocytic capacity (i.e. the
number of phagocytized particles) was higher in DMEM. Conversely, we found that 774 cells
grown in RPMI produced more nitric oxide in response to lipopolysaccharide. The proteomic
study highlighted differences affecting the central metabolism and nucleotide metabolism,
cytoskeleton, protein degradation, and cell signaling. Furthermore, proteomics showed that
J774 cells grown in RPMI or in DMEM and exposed to copper oxide nanoparticles respond
rather differently, with only a few proteins similarly modulated between cells grown in both
media. Taken together, our results show that the basal state of cells grown in two different
media is different, and this may affect the way they respond to an external stimulus or stress.
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[8-10], just to quote a few papers in this area published before

Proteomic approaches have been used since the very dawn of
the field to investigate cellular responses in vitro to various
conditions, such as proliferation [1, 2], cell signaling [3-5],
differentiation [6, 7], or cell resistance to antitumor drugs
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2000. This area of research has considerably expanded over
time, as shown by the hundreds of papers cited in a recent
review about proteomics in toxicology [11].

All the papers in this subfield, however, are made on the
same structure, that is, comparing control cells to the treated
ones in a given medium, and this poses the problem of the
influence of the medium itself on the state of the cells and
thus on their responsiveness to stimuli. Culture media are

The authors would like to dedicate this paper to Dr. Michael ]. Dunn, a
lifelong supporter of proteomics, for his dedication to the proteomics
community as Editor-in-Chief of Proteomics and his combination of
wisdom and energy in developing the journal. Working with him has
been both a pleasure and an honor.
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Significance of the study

The present study uses a combination of targeted and pro-
teomics approaches to investigate an often-overlooked ques-
tion, which is the dependence of cellular physiology on the
composition of the culture medium. Although classical tests
do not show strong differences, proteomics shows a num-
ber of differences in the core proteome, which reflect in
the cell physiology. More importantly, the responses of cells

optimized for both cell growth and convenience. For exam-
ple, several classical media include rather high amino acids
and glucose concentration to let cells consume these nutri-
ents without needing to refeed cell cultures every day. This
increases the possibility that the nutrient concentrations may
orient the metabolism of the cells and in turn their pro-
teome, thereby altering their responses to the stimuli on
interest.

This parameter is however quite difficult to investigate
because cells usually grow well in one culture medium and
in limited variations of this “canonical” medium. Thus, if
the influence of the culture medium is to be investigated,
there are two caveats. In the first case, the different media
are selected to keep the cells in similar states and usually the
media differ very little, so that very limited changes can be
expected. In the second, opposite case, the media are made
very different, but then the cell growth is so altered in the
suboptimal medium that the comparison makes little sense.

One happy exception to this situation is represented by
some differentiated blood cell lines, such as the mouse plas-
mocyte or macrophage cell lines, which grow equally well in
RPMI1640 and DMEM media. These two media differ by a
number of parameters [12]: the high-glucose DMEM medium
contains twice more glucose than the RPMI medium, and
is also richer in many amino acids (e.g. histidine, lysine,
hydrophobic amino acids), and vitamins (e.g. folate, nicoti-
namide, pantothenate) and in some ions (e.g. calcium and
magnesium). It also contains pyruvate, which RPMI does not
contain. RPMI contains asparagine, aspartate, and glutamate
(not present in DMEM) and is richer than DMEM in argi-
nine, inositol, and phosphate. The two media are therefore
different enough to be expected to alter the physiology of the
cells and thus their proteome. If the physiology of the same
cell line becomes slightly different, it can then be expected
that their responses to a stimulus may also be different.

In order to test these two levels of responses, that is, the
response intrinsic to the medium itself and the variations
in the responses induced by the same stimulus in the two
different media, we used the mouse macrophage cell line
]J774, grown in high-glucose DMEM or in RPMI, and copper
oxide nanoparticles as the stimulus, as we already have inves-
tigated the proteome changes induced by these particles in
RPMI-grown ]774 cells [13].

© 2016 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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grown in different media to a common stress are also ap-
preciably different. By extension, these results suggest that
the responses observed in vitro may be altered by subtle
differences in the culture protocols, for example, choice of
starting medium, but also medium consumption induced
by different inoculum concentrations and pretreatment
time.

2 Materials and methods
2.1 Nanoparticles

Copper oxide (catalog #544868, from Sigma) was resus-
pended and coated with PVP 40 (purchased from Sigma)
as previously described [14]. The characterization of the
nanoparticles and their aggregates in culture medium has
been described previously [13,14]. We also verified previously
that PVP alone had no effects on the cells [13].

2.2 Cell culture

The mouse macrophage cell line J774A1 was purchased from
the European Cell Culture Collection (Salisbury, UK). The
cells were cultured in DMEM (containing 1 mM pyruvate)
+ 10% FBS or in RPMI1640 + 10% FBS. Cells were seeded
every 2 days at 200000 cells/mL and harvested at 1000000
cells/mL. For treatment with nanoparticles, the following
scheme was used: cells were first seeded at 500 000 cells/mL
in T175 flasks (50 mL per flask). They were exposed to
nanoparticles on the following day and harvested after a
further 24 h in culture. Cell viability was measured by trypan
blue exclusion.

Under these culture conditions, the LD20 for copper
oxide nanoparticles was determined to be 10 wg/mL, and
this concentration was used in further experiments. All
experiments involving cells were carried out on independent
biological triplicates.

2.3 Cell cycle

After harvesting, the cell pellet (from 2 mL of culture) was
fixed by addition of 0.5 mL of cold (4°C) ethanol (70%) and
resuspension by pipetting. After fixation at room temperature
for 30 min, 5 mL of PBS was added to the cell suspension, and
the cells were collected by centrifugation. The cell pellet was
then resuspended in 0.3 mL of PBS containing 0.01 mg/mL
ribonuclease A (RNAse A) and 0.01 mg/mL propidium iodide.
The cells were incubated for 20 min at room temperature
and then analyzed on a FACSCalibur instrument (Beckton
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Dickinson) operated with an excitation at 488 nm and an
emission wavelength of 600 nm. The percentage of cells in
the different phases of the cycle was then determined with
the Cellquest software.

2.4 Phagocytosis activity measurement

The phagocytic activity was measured using fluorescent latex
beads (1 pm diameter, green labeled, catalog number L4655
from Sigma) and flow cytometry, essentially as described in
[14,15].

2.5 Mitochondrial transmembrane potential
assessment

The mitochondrial transmembrane potential was assessed
by rhodamine 123 uptake at nonquenching concentrations
in order to obtain valid indications of the transmembrane
potential [16]. Briefly, cells were treated with 40 nM rho-
damine 123 in complete culture medium for 30 min at 37°C.
Cells were then harvested, rinsed twice in PBS + 0.1% glu-
cose, and analyzed by flow cytometry on a FACSCalibur in-
strument (Beckton Dickinson), using 488 nm excitation and
515 nm emission filters.

2.6 NO production

The cells were grown to confluence in a 6-well plate. Then
half of the wells were treated with 30 or 100 ng/mL LPS (from
salmonella), and arginine monohydrochloride was added to
all the wells (5 mM final concentration) to give a high con-
centration of substrate for the nitric oxide (NO) synthases.
After 18 h of incubation, the cell culture medium was recov-
ered, centrifuged at 10 000 x g for 10 min to remove cells and
debris, and the nitrite concentration in the supernatants was
read at 540 nm after addition of an equal volume of Griess
reagent and incubation at room temperature for 30 min.

2.7 Enzyme assays

The enzymes were assayed according to published proce-
dures. Lactate and malate dehydrogenase were assayed by a
coupled assay using Nitro blue tetrazolium as the final accep-
tor and phenazine methosulfate as a relay [17]. Biliverdin re-
ductase was assayed directly for the NADPH-dependent con-
version of biliverdin into bilirubin, followed at 450 nm [18].
Pyruvate kinase was assayed by decrease of NADH at 340 nm
in a lactate dehydrogenase-coupled assay [19]. Transladolase
was assayed in a coupled assay [20].

The cell extracts for enzyme assays were prepared by
lysing the cells for 20 min at 0°C in HEPES, 20 mM
(pH 7.5); MgCl,, 2 mM; KCl, 50 mM; EGTA, 1 mM;
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3-(tetradecyl-dimethylammonio)-propane-1-sulfonate (0.15%
w/v) followed by centrifugation at 15000 x g for 15 min to
clear the extract. The protein concentration was determined
by a dye-binding assay.

2.8 F-actin staining

This experiment was performed essentially as described pre-
viously [21]. Cells were cultured on coverslips placed in 6-well
plates and exposed to NPs for 24 h at 37°C. At the end of
the exposure time, cells were washed twice for 5 min at 4°C
in PBS, fixed in 4% paraformaldehyde for 30 min at room
temperature. After two washes (5 min/4°C in PBS), they were
permeabilized in 0.1% Triton X-100 for 5 min at room temper-
ature. After two more washes in PBS, 500 nM Phalloidin-Atto
550 (Sigma) was added to the cells and stored for 20 min at
room temperature in the dark. Coverslip-attached cells were
washed, placed on microscope slides (Thermo Scientific) us-
ing a Vectashield mounting medium containing DAPI (Eu-
robio), and imaged using a Leica TCS SP2 SE confocal micro-
scope. The images were processed using the Leica confocal
software.

2.9 Proteomics

The 2D gel-based proteomic experiments were carried out
on independent biological triplicates for all comparisons, es-
sentially as previously described [14, 21]. However, detailed
materials and methods are provided next.

2.10 Sample preparation

The cells were collected by scraping and then washed three
times in PBS. The cells were then washed once in TSE buffer
(10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 0.25 M sucrose, and 1 mM EDTA),
and the volume of the cell pellet was estimated. The pellet
was resuspended in its own volume of TSE buffer. Then four
volumes (respective to the cell suspension just prepared) of
concentrated lysis buffer (8.75 M urea, 2.5 M thiourea, 5%
w/v CHAPS, 6.25 mM TCEP-HCI, and 12.5 mM spermine
base) was added and the solution was extracted at room tem-
perature for 1 h. The nucleic acids were then pelleted by ultra-
centrifugation (270 000 x gat room temperature for 1 h), and
the protein concentration in the supernatant was determined
by a dye-binding assay [22]. Carrier ampholytes (Pharmalytes,
pH 3-10) were added to the final concentration of 0.4% w/v,
and the samples were kept frozen at —20°C until use.

211 IEF

Homemade 160-mm-long 4-8 linear pH gradient gels
[23] were cast according to the published procedures [24].
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Four-millimeter-wide strips were cut, and rehydrated
overnight with the sample, diluted in a final volume of 0.6 mL
of rehydration solution (7 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS,
0.4% carrier ampholytes (Pharmalytes, pH 3-10), and
100 mM dithiodiethanol) [25, 26].

The strips were then placed in a Multiphor plate (GE
Healthcare) and IEF was carried out with the following elec-
trical parameters: 100 V for 1 h, then 300 V for 3 h, 1000 V
for 1 h, then 3400 V up to 60-70 kVh. After IEF, the gels
were equilibrated for 20 min in 125 mM Tris, 100 mM HCI,
2.5% SDS, 30% glycerol, and 6 M urea [27]. They were then
transferred on top of the SDS gels and sealed in place with
1% agarose dissolved in 125 mM Tris, 100 mM HCI, 0.4%
SDS, and 0.005% w/v bromophenol blue.

2.12 SDS electrophoresis and protein detection

Ten percent of gels (160 x 200 x 1.5 mm) were used for
protein separation. The Tris-Taurine buffer system [28] was
used and operated at an ionic strength of 0.1 and a pH of
7.9. The final gel composition is thus Tris 180 mM, HCl
100 mM, acrylamide 10% w/v, bisacrylamide 0.27%. The up-
per electrode buffer is Tris 50 mM, Taurine 200 mM, SDS
0.1%. The lower electrode buffer is 50 mM Tris, 200 mM
glycine, and 0.1% SDS. The gels were run at 25 V for 1 h,
then at 12.5 W per gel, until the dye front reached the bottom
of the gel. Detection was carried out by a tetrathionate silver
staining [29].

2.13 Image analysis

The gels were scanned after silver staining on a flatbed scan-
ner (Epson perfection V750), using a 16-bit grayscale image
acquisition. The gel images were then analyzed using the
Delta 2D software (v 3.6). Spots that were never expressed
above 100 ppm of the total spots were first filtered out.
Then, significantly varying spots were selected on the ba-
sis of their Student’s t-test p-value between the treated and
control groups. Spots showing a p-value less than 0.05 were
selected. In order to estimate the proportion of false positives,
which is always a problem in multiple testing experiments,
the Storey-Tibshirani approach was used [30].

2.14 Protein identification and mass spectrometry

For protein identification, either analytical gels loaded at
200 pg/gel and stained with tetrathionate silver staining or
preparative gels loaded at 500 pg/gel and stained with a “de-
rated” silver stain [31] were used. The spots selected for iden-
tification were excised from silver-stained gels and destained
with ferricyanide/thiosulfate on the same day as silver stain-
ing in order to improve the efficiency of the identification
process [32, 33]. In-gel digestion was performed with an au-
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tomated protein digestion system, MassPrep Station (Waters
Corporation, Milford, CT, USA). The gel plugs were washed
twice with 50 pL of 25 mM ammonium hydrogen carbonate
(NH,HCO;) and 50 pL of ACN. The cysteine residues were
reduced by 50 pL of 10 mM DTT at 57°C and alkylated by
50 L of 55 mM iodoacetamide. After dehydration with ACN,
the proteins were cleaved in gel with 10 L of 12.5 ng/pL of
modified porcine trypsin (Promega, Madison, W1, USA) in
25 mM NH,HCO;. The digestion was performed overnight
at room temperature. The generated peptides were extracted
with 30 wL of 60% ACN in 0.1% formic acid. ACN was evap-
orated under vacuum before nano-LC-MS/MS analysis.

Nano-LC-MS/MS analysis was performed using a nano-
ACQUITY Ultra-Performance-LC (Waters Corporation) cou-
pled to the Synapt™ High Definition Mass Spectrometer™
(Waters Corporation). The system was fully controlled by
MassLynx 4.1 SCN639 (Waters Corporation).

The nano-LC system was composed of ACQUITY UPLC®
CSH130 C18 column (250 mm x 75 pm with a 1.7 pm particle
size; Waters Corporation) and a Symmetry C18 precolumn
(20 mm x 180 wm with a 5 pm particle size; Waters Corpo-
ration). The solvent system consisted of 0.1% formic acid in
water (solvent A) and 0.1% formic acid in ACN (solvent B).
Four microliters of sample was loaded into the enrichment
column during 3 min at 5 wL/min with 99% of solvent A and
1% of solvent B. Elution of the peptides was performed at a
flow rate of 300 nL/min with 8-35% linear gradient of solvent
B in 9 min.

The tandem mass spectrometer was equipped with a Z-
spray ion source and a lock mass system. The capillary volt-
age was set at 2.8 kV and the cone voltage at 35 V. Mass
calibration of the TOF was achieved using fragment ions
from Glu-fibrino-peptide B on the [50;2000] m/z range. On-
line correction of this calibration was performed with Glu-
fibrino-peptide B as the lock-mass. The ion (M+2H)*" at m/z
785.8426 was used to calibrate MS data and the fragment ion
(M-+H)" at m/z 684.3469 was used to calibrate MS/MS data
during the analysis.

For tandem MS experiments, the system was operated with
automatic switching between MS (0.5 s/scan on m/z range
[150;1700]) and MS/MS modes (0.5 s/scan on m/z range
[50;2000]). The two most abundant peptides (intensity thresh-
old 20 counts/s), preferably doubly and triply charged ions,
were selected on each MS spectrum for further isolation and
CID fragmentation using collision energy profile. Fragmen-
tation was performed using argon as the collision gas.

Mass data collected during analysis were processed and
converted into .pKkl files using ProteinLynx Global Server 2.3
(Waters Corporation). Normal background subtraction type
was used for both MS and MS/MS with 5% threshold and
polynomial correction of order 5. Smoothing was performed
on MS/MS spectra (Savitsky-Golay, two iterations, window of
three channels). Deisotoping was applied for MS (medium
deisotoping) and MS/MS (fast deisotoping).

For protein identification, the MS/MS data were interpr-
eted using a local MASCOT server with MASCOT 2.4.1
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Figure 1. Cell viability and cell cycle. In panel (A), the viability of
the cells cultured in RPMI (white bars) or DMEM (hatched bars)
is indicated showing no difference in cell death in both media. In
panel (B), the proportion of the cells in the three phases of the
cell cycle is indicated. White bars, cells growing in RPMI; hatched
bars, cells growing in DMEM.

algorithm (Matrix Science, London, UK) against UniProt-
KB/Swiss-Prot (version 2014_11, 547 085 sequences). The re-
search was carried out in all species. Spectra were searched
with a mass tolerance of 15 ppm for MS and 0.05 Da for
MS/MS data, allowing a maximum of one trypsin missed
cleavage. Carbamidomethylation of cysteine residues and oxi-
dation of methionine residues were specified as variable mod-
ifications. Protein identifications were validated with at least
two peptides with MASCOT ion score above 30.

3 Results

In order to check that cell cultures in RPMI or DMEM were
reasonably comparable, we first examined their growth char-
acteristics. The fact that they gave the same culture yield
(fivefold multiplication in the cell numbers in 48 h of cul-
ture) was the first indication. We however investigated the
cell cycle in more detail, and the results are shown in Fig. 1.
The proportion of cells in the various phases of the cycle (G1,
S, and G2/M) was not significantly different between cells
cultured in RPMI or in DMEM. A minor increase in cells in
the G2/M phase can be noted for cells growing in DMEM,
at the expense of cells in the S phase. However, the conse-
quence is unnoticeable in terms of cells yield (cell counts are
multiplied by 5 over 2 days in both media).

We then investigated the differentiated functions of the
cells, that is, their phagocytic capacity and their LPS-
dependent NO production. As shown in Fig. 2A, the NO
production upon LPS stimulation was greater for cells cul-
tured in RPMI than for cells cultured in DMEM, as described
previously [34]. The effect was more pronounced for lower
doses of LPS used as a stimulus, and as the concentration of
tryptophan is three times higher in DMEM than in RPMI, this
was consistent with the proposed inhibition of NO production
in DMEM through the stimulation of the aryl hydrocarbon
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Figure 2. NO production in response to LPS and phagocyto-
sis. In panel (A), the NO production after LPS stimulation for
24 h is described. Black bars: no LPS stimulation; dotted bars:
stimulation with 30 ng/mL LPS; crossed bars: stimulation with
100 ng/mL LPS. In panel (B), the proportion of phagocytic cells
(i.e. cells able to ingest at least one bead in 2 h is indicated. White
bars: cells grown in RPMI; hatched bars: cells grown in DMEM.
In panel (C), the mean fluorescence index (MFI, i.e. the average
fluorescence for the cells having ingested one or more beads) is
indicated. White bars: cells grown in RPMI; hatched bars: cells
grown in DMEM.

receptor (AHR) by tryptophan-derived products [35]. This in-
hibition was however partially levied by higher doses of LPS,
as shown in Fig. 2A.

Regarding the phagocytic activity, the percentage of phago-
cytic cells is similar in both media, as shown in Fig. 2B. How-
ever, the mean fluorescence index (Fig. 2C), which is an index
of the average number of beads internalized by the cells, is 1.5
times higher in DMEM than in RPMI, showing that in this
medium, the J774 cells are able to phagocytize more beads
than in RPMI. These subtle differences in cellular functions
suggested that the change in the culture medium may have
a more global impact of the cells, which we investigated in
more details via a 2D gel based proteomic analysis.

The results, displayed in Fig. 3 and Table 1, show that the
gels were globally similar. Several significant differences were
however found between cells grown in RPMI and cells grown
in DMEM, affecting several cellular pathways, and the t-test
distribution diagram (Supporting Information Fig. 1) sug-
gested that most of these differences should be true positives.

Of course metabolic pathways were strongly repre-
sented (central metabolism, nucleotide metabolism, and

www.proteomics-journal.com

120



RESULTATS

Proteomics 2016, 16, 2864-2877

£ U8

489 Msa b
Q78

U

» N Esa b

U4 &
Y

86a b 5
e

U6 B
3b.

affO R

mitochondrion) but other functions or structural assemblies
such as the cytoskeleton, proteasome, or proteins implied in
cell signaling were also modulated from one culture medium
to the other. In order to validate some of these findings, we
first assessed the mitochondrial transmembrane potential.
The results, displayed in Fig. 4, show that the average trans-
membrane potential is ca. 1.5-fold higher in DMEM than in
RPM]I, which is consistent with the greater richness in nutri-
ents in DMEM.

We then measured some of the metabolic enzymes ac-
tivities found through the proteomic screen, and the results
are shown in Table 2. The activity measurements confirmed
the proteomic-detected changes for malate dehydrogenase
(+14% in DMEM), lactate dehydrogenase (+26% in DMEM),
and pyruvate kinase (+32 % in DMEM), while they did not
for biliverdin reductase and transaldolase.

Finally, as many spots corresponding to cytoskeletal pro-
teins involved in the actin cytoskeleton were found in the
proteomic screen, we studied the actin cytoskeleton using
labeled phalloidin and confocal microscopy. The results, dis-
played in Fig. 5 and Supporting Information Fig. 2, show that
cells grown in RPMI and DMEM have a different shape and
different surface rugosity, as expected from changes in the
actin cytoskeleton. Cells grown in RPMI are smaller and less
adherent, with less ruffles but a lot of spiny plasma mem-
brane extensions.

These medium-induced changes in the proteome led us
to investigate whether besides the basal differences, the re-
sponses detected to a similar stimulus could be different for
cells cultured in different media, on a proteomic scale. To this
purpose, we treated J774 cells by copper oxide nanoparticles
in DMEM, as we already had performed this study in RPMI
[13]. In this context, it must be noted that we exposed the
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Figure 3. Proteomic analysis of
total cell extracts by 2DE: ef-
fect of culture medium. To-
tal cell extracts of J774A1
cells were separated by 2DE.
The first dimensions covered
a 4-8 pH range and the sec-
ond dimension a 15-200 kDa
range. Total cellular proteins
(150 ng) were loaded on the
first-dimension gel. (A) Gel ob-
tained from cells grown in RPMI
and (B) gel obtained from cells
grown in DMEM. The arrows
point to spots that show repro-
ducible and statistically signifi-
cant changes between the con-
trol and nanoparticles-treated
cells and to the control neighbor
spots in some cases. Spot num-
bering is according to Table 1.

cells to the same concentration of nanoparticles (10 pg/mL),
corresponding to the LD20 in both media.

The proteomic results are shown for DMEM in Fig. 6 and
Table 3, which recapitulate both results obtained in DMEM
and those obtained in RPMI and published previously [13]. In
both media, 2200-2300 reproducible spots (i.e. present in all
biological replicates) were analyzed, and the t-test distribution
diagrams (Supporting Information Fig. 1) suggest that the
proportion of false positives should be similarly low in both
cases.

These results show that only a few proteins are similarly
modulated by copper oxide nanoparticles in cells cultured in
RPMI or in DMEM. These include the ferritin light chain, reg-
ulatory subunit of glutamate cysteine ligase, HINT1 protein,
c¢GMP phosphodiesterase, and proteasome assembly chaper-
one. Others (e.g. mago nashi) are even modulated in opposite
directions by copper oxide in cells cultured in different media.
Finally, it should be noted that more proteins are modulated
in the case of the medium switch (74 protein species) than in
response to copper oxide nanoparticles (43 proteins species
in DMEM).

4 Discussion

The above-mentioned proteomic results can be analyzed at
two levels. The first level concerns the physiological state in
which the cells are in different culture media. As DMEM is
twice richer than RPMI in glucose, in many amino acids and
vitamins, changes in central metabolic enzymes are expected,
and are indeed detected. However, these changes are often
of moderate amplitude (ca. 20-30%) and are detected in a
statistical filter because of the rather low data dispersion af-
forded by our proteomic setup.
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Table 1. Differentially expressed proteins identified in the proteomic screen for cells grown in different media
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Spot Protein name Swiss-Prot Predicted  No. of Sequence  DMEM/RPMI
ref. accession Mw (Da) peptides  coverage fold/t-test
no. (%)
E1 Pyrroline carboxylate reductase Q9oDCC4 28720 5 18 1.20/0.04
E2 Aldose reductase P45376 35732 5 15 1.27/0.01
E3 Malate dehydrogenase cytosol P14152 36511 11 42 1.19/0.01
Eda Lactate dehydrogenase P06151 36 499 4 13 1.33/0.04
E4b Lactate dehydrogenase P06151 36 499 24 57 1.12/0.06
E5a Transaldolase Q93092 37 387 8 26 0.73/0.01
E5b Transaldolase Q93092 37387 16 45 0.91/0.05
E5c Transaldolase Q93092 37 387 17 46 1.03/0.90
E5d Transaldolase Q93092 37 387 16 47 0.99/0.94
E6 Aldolase C P05063 39 395 10 23 1.14/0.04
E7a Pyruvate kinase P52480 57 845 18 40 1.36/0.01
E7b Pyruvate kinase P52480 57 845 24 57 0.90/0.01
E8 Asparagine synthetase Q61024 64 283 20 44 0.63/0.01
E9 Transketolase P40142 67 630 19 47 0.55/0.01
Cla Cofilin 1 P18760 18 560 2 17 1.99/0.01
C1b Cofilin 1 P18760 18 560 6 50 1.91/0.01
C2a Rho gdi1 Q99PT1 23 407 2 1 1.26/0.02
C2b Rho gdi1 Q99PT1 23 407 1 53 0.99/0.92
C3a Rho gdi2 Q61599 22 851 2 19 1.33/0.05
C3b Rho gdi2 Q61599 22 851 5 36 0.98/0.63
Cda a-Soluble NSF attachment protein Q9DB05 33190 4 15 1.17/0.05
Cab a-Soluble NSF attachment protein Q9DB05 33190 18 82 0.85/0.16
C5 Actin-related protein 2 P61161 44 761 16 45 0.84/0.01
Cé6 Tropomodulin 3 Q9JHJO 39503 14 46 0.82/0.02
c7 Moesin P26041 67 767 27 47 0.75/0.02
c8 Vinculin Q64727 116 717 24 25 1.32/0.05
M1 ATP synthase subunit d. mitochondrial Q9DCX2 18 749 4 35 1.09/0.05
M2 Dihydrolipoyl acetyltransferase comp. PDH Q8BMF4 67 942 19 40 0.75/0.01
M3 2-Oxoglutarate dehydrogenase. mito. Q60597 116 449 13 14 1.49/0.02
M4 Voltage-dependent anion channel 2 Q60930 31733 5 22 1.42/0.01
Mb5a Glycine amidino transferase Q9D964 48 297 5 16 0.90/0.04
M5b Glycine amidino transferase Q9D964 48 297 10 31 0.81/0.03
M6 NADH-ubiquin. oxidoreductase 75 kDa subunit Q91VD9 79777 17 26 0.72/0.01
M7 MICOS complex subunit Mic60 Q8CAQ8 83900 31 46 0.67/0.03
M8 Lon protease. mitochondrial Q8CGK3 105 843 10 17 0.74/0.05
P1a Translation initiation factor 5A-1 P63242 16 832 4 21 1.44/0.01
P1b Translation initiation factor 5A-1 P63242 16 832 8 50 1.1/0.11
P2 Ribosomal protein rla0 P14869 34 216 11 47 0.84/0.03
P3 Asparagine—tRNA ligase Q8BP47 64 279 6 35 0.62/0.03
P4 hsp90 P11499 83 281 14 22 0.84/0.03
P5 Translation elongation factor 2 P58252 95 314 45 60 0.80/0.01
Q1 Proteasome subunit beta6 Q60692 25379 10 69 1.22/0.02
Q2 Proteasome subunit beta2 Q9R1P3 22 906 15 44 0.78/0.02
Q3 Proteasome regulatory subunit 8 Q9CX56 39930 7 18 1.26/0.01
Q4 Proteasome activator complex subunit 1 P97371 28 673 16 62 0.86/0.02
Q5 Ubiquitin carboxyl hydrolase L5 Q9WUP7 37617 17 71 0.76/0.05
Q6 SUMO-activating enzyme 1 Q9R1T2 38620 2 71 0.55/0.01
Q7 Cathepsin D P18242 44 954 3 7 1.25/0.01
Q8 Serpin b6 Q60854 42 599 8 23 0.83/0.03
S1 Inositol triphosphate pyrophosphatase Q9D892 21897 7 60 1.19/0.02
S2 Acyl protein thioesterase 1 P97823 24 688 6 42 1.34/0.01
S3 14-3-3 Protein delta/zeta P63101 27772 13 56 0.79/0.03
S4 14-3-3 Protein gamma P61982 28 253 9 55 0.74/0.01
S5 EF hand domain protein 2 Q9D8Y0 26 791 9 38 0.8/0.01
S6a S/T kinase receptor associated protein Q92122 38443 16 34 1.17/0.01
S6b S/T kinase receptor associated protein Q92172 38443 20 77 0.97/0.66
S7 MAP kinase 1 P63085 41 278 20 67 0.80/0.02
S8 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 7 Q3UM45 41 294 16 47 1.12/0.05
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Spot Protein name Swiss-Prot Predicted  No. of Sequence  DMEM/RPMI
ref. accession Mw (Da) peptides  coverage fold/t-test
no. (%)

S9 S/T-phosphatase 2A, 55 kDa regulatory subunit Ba  Q6P1F6 51693 12 31 0.56/0.01
S10 Gnpi1 088958 32550 8 29 1.59/0.01
N1 Pre-mRNA splicing factor SPF27 Q9D287 26 132 14 61 0.72/0.02
N2a Purine nucleoside phosphorylase P23492 32277 7 29 1.46/0.01
N2b Purine nucleoside phosphorylase P23492 32277 17 78 0.99/0.83
N3 Translin-associated protein X Q9QZE7 32927 9 39 0.56/0.01
N4 DnaJ homolog subfamily C member 9 Q91WN1 30 060 4 13 0.77/0.02
N5 Heterogeneous nuclear RNP C1/C2 Q97204 34 385 12 35 0.63/0.03
N6 CCA tRNA nucleotidyltransferase 1. mito. Q8K1J6 49 897 6 16 0.53/0.01
N7 Adenosine kinase P55264 40 150 3 10 1.28/0.02
N8 Spliceosome RNA helicase Ddx39b Q9Z1N5 49 035 19 50 0.82/0.03
N9 Inosine monophosphate dehydrogenase 2 P24547 55817 26 57 0.75/0.01
N10 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L Q8R081 63 964 5 9 1.21/0.03
N11 Far upstream element-binding protein 2 Q3uUoVv1 76 775 2 3 1.34/0.01
N12a DNA replication licensing factor MCM7 Q61881 81212 15 27 2.09/0.01
N12b DNA replication licensing factor MCM7 Q61881 81212 27 46 0.92/0.46
N13 Phosphoribosylformylglycinamidine synthase Q5SURO 144 629 15 17 1.31/0.02
H1 Flavin/biliverdin reductase Q923D2 22197 13 82 0.88/0.04
H2a Biliverdin reductase A Q9CY64 33525 10 35 0.71/0.01
H2b Biliverdin reductase A Q9CY64 33525 13 54 0.95/0.59
U1 Cytochrome b5a P56395 15 241 5 50 1.86/0.04
U2 Chloride intracellular channel protein 4 Q9QYB1 28 731 15 71 0.83/0.01
U3 Delta-aminolevulinic acid dehydratase P10518 36 024 12 38 0.81/0.03
U4 Pyridoxal kinase Q8K183 35014 9 38 0.74/0.04
us Annexin A3 035639 36 386 21 59 0.89/0.01
U6 Aldose reductase related protein 2 P45377 36 121 6 25 0.80/0.02
u7 Adenosylhomocysteinase P50247 47 689 17 50 0.71/0.01
us EH domain containing protein 1 Q9WVK4 60 605 29 55 0.41/0.01
U9 Bifunctional pA-phosphosulfate synthase 1 Q60967 70794 13 25 0.53/0.03
u10 von Willebrand A domain protein 5A Q99KC8 87 145 19 25 0.81/0.01
un Insulin-degrading enzyme Q9JHR7 117 778 13 14 0.75/0.02

It is noteworthy that although the glycolytic enzymes are
very easily detected on 2D gels [36-38], we detected an
increase in only the last enzyme of glycolysis (i.e. pyruvate
kinase) and in two enzymes involved in the cytoplasmic re-
oxidation of NADH (i.e. lactate dehydrogenase and malate
dehydrogenase) in cells grown in DMEM. This suggests a
stronger Warburg effect in these cells, which is completely
consistent with the high-glucose content of DMEM.

Ithas also been recently described that glucose induced im-
portant changes in macrophages, such as the glucose-driven
reprogramming of macrophages [39], and the glucose-driven
morphodynamics of macrophages [40], both observed on the
closely related RAW264 macrophage cell line. In line with
these observations, we observed changes in several proteins
implicated in the actin cytoskeleton dynamics, and confirmed
important differences in the actin cytoskeleton between cells
grown in RPMI and cells grown in DMEM. Culture medium
induced differences in the cell shape have previously been
observed by Cohly et al., although they used a DMEM/F12
medium [34] instead of DMEM as we did. On a more func-
tional point of view, these changes in the actin cytoskeleton

© 2016 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

are in line with the increased phagocytic capacity, as mea-
sured by the mean fluorescence of phagocytic cells (shown in
Fig. 2), in cells grown in DMEM.

In our case, the changes brought by the medium switch
are however more complex than a simple change in gly-
colytic capacity, as the concentration of amino acids and vi-
tamins also change. In this respect, aromatic amino acids
are known to modulate the activity of the aryl hydrocarbon
receptor (AHR) [35], which induces an anti-inflammatory
phenotype [41]. Thus, the medium change between RPMI
and DMEM induces conflicting signals, high glucose driv-
ing a pro-inflammatory signal [42], and high tryptophan,
an anti-inflammatory signal. Under those precise circum-
stances, the anti-inflammatory signal overwhelms the pro-
inflammatory signal from the medium, as shown in Fig. 2.
As expected, the level of inhibition decreases when the extra-
neous pro-inflammatory signal (i.e. the LPS concentration)
increases.

In the same trend, several mitochondrial proteins and
several proteins involved in nucleotide and nucleic acids
metabolism are also modulated by the medium change. Here
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Figure 4. Study of the mitochondrial transmembrane potential.
Top panel: Distribution of rhodamine 123 fluorescence for cells
grown in RPMI. Dotted line: negative control (no rhodamine).
Solid line: positive control (40 nM rhodamine 123, 30 min). The
mean fluorescence is 2.5 £ 0.1 units for the negative control and
44 + 3.2 units for the positive control. Bottom panel: Distribution
of rhodamine 123 fluorescence for cells grown in DMEM. Dotted
line: negative control (no rhodamine). Solid line: positive control
(40 nM rhodamine 123, 30 min). The mean fluorescence is 2.8 +
0.1 units for the negative control and 66 + 2.1 units for the positive
control. The difference between the transmembrane potentials of
cells grown in DMEM versus cells grown in RPMI is significant
(p < 0.005, Student'’s t-test).

again, the changes are generally of moderate amplitude, and
when stronger changes are observed (e.g. MCM7, PNPH),
they often concern only one minor protein form, the major
one being almost unchanged.

Proteomics 2016, 16, 2864-2877

This poses the question of the relevance of small changes
that can even be restricted to one protein form and not to
all of the various proteoforms of the same protein. The vari-
ous forms of the same protein detected in 2D gel spots most
often correspond to charge variants induced by posttransla-
tional modifications, for example, phosphorylation or acety-
lation, and this has been used since the very early days of 2D
electrophoresis (e.g. in [3]). However, the functional changes
brought by posttranslational modifications are not predictable
a priori. For example, protein acetylation on lysines can ei-
ther activate or deactivate proteins [43]. As another example,
the RhoGDIs deactivate the Rho and Rac GTPases by seques-
tering them [44, 45]. However, modification of the RhoGDIs,
for example, by phosphorylation, removes them from the
GTPases, which become active in turn [46, 47]. Thus, the
activity of Rho and Rac, and the remodeling of the actin cy-
toskeleton in turn, do not correlate with the total amount
of the RhoGDIs, but only with the amount of the modified
RhoGDIs. This piece of data is easily accessible by 2D gel
based proteomics, but not by shotgun proteomics. The situa-
tion is however not always as simple, as shown by the example
of transaldolase. Transaldolase has been shown to be regu-
lated by posttranslational modifications, but the spot pattern
is very complex [48], so that there is no easy correlation be-
tween the overall activity and the precise abundance of some
spots.

Overall, these various examples show that the final activity
cannot be easily correlated with either the total amount of the
protein or with the amount of a given spot. Our data show
both interest of the ability to deconvolute the various protein
forms and necessity not to limit the protein identification
scheme to the modulated spots, but also to their neighbors to
pick out as many forms as possible of a given protein.

As different media obviously bring different states to the
cells, they could also bring different levels of responses to ex-
ternal stimuli. While the responses to a physiological stimu-
lus, such as LPS, have been shown to depend on the metabolic
state of the cells [39], we also wanted to determine if this
was the case for a toxic stimulus. Metallic nanoparticles rep-
resent one type of new, anthropic toxic stimulus to which
macrophages are exposed, and we already have studied the
proteomic response to copper oxide nanoparticles for both
RAW264 [14] and J774 [13] macrophages cell lines, both in
the RPMI medium. We therefore carried out the same study

Table 2. Enzyme activities in J774 cells grown in RPMI or DMEM media

Enzyme Activity in Activity in Activity ratio t-Test DMEM
RPMI-cultured cells DMEM-cultured cells DMEM/RPMI vs. RPMI
LDH 216.37 + 11.59 272.50 + 11.19 1.26 0.00043
MDH 56.87 £ 2.25 65.00 + 4.81 1.14 0.035
Transaldolase 30.31 £ 1.92 30.69 + 1.25 1.01 0.756
Pyruvate kinase 190.48 + 21.65 251.99 + 19.97 1.32 0.0059
Billiverbin reductase 3.84 +1.02 3.87 £ 1.06 1.01 0.964

The units are expressed in micromole substrate converted per minute per milligram total protein. The measures were made on four
independent biological replicates.
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10 ym

Figure 5. Changes in the cell morphology and actin cytoskeleton.
Three-dimensional reconstructions of the F-actin cytoskeleton (vi-
sualized by phalloidin staining) are shown, allowing visualization
of the surface ruffles of the cells. (A) Cell grown in RPMI1640
medium and (B) cell grown in DMEM medium. The differences
in shell shape and membrane ruffles for cells grown in different
media are obvious. Further details can be found in Supporting
Information Figs. 2 and 3.

on the same nanoparticles in the ]J774 cell line, but in the
DMEM medium.

In such a comparative context, classical targeted biochem-
ical studies only determine the level of responses (e.g. the
level of NO produced in response to LPS). Proteomics can
be seen as a highly parallel readout that produces quantita-
tive responses for several hundreds of proteins at the same
time. In addition, 2D gel based proteomics also provide a
view at changes at the protein species level, as shown by the
Rho-GDIs examples. When examined in detail, the results ob-
tained in comparative analyses (control cells vs. nanoparticles-
exposed cells in RPMI or DMEM) show different cases.

2873

(1) For a few proteins (in our case the ferritin light chain,
glutamate cysteine ligase and HINT1 proteins, the pro-
teasome chaperone, and cGMP phosphodiesterase), the
changes are significant and in the same direction in both
culture media. It is noteworthy that these changes are
those with the highest amplitude (modulation factors of
2 and above), and affect primarily proteins known to be
implied in responses to metallic stresses.

For another few proteins, the changes are of the same
amplitude in both media, and only the data dispersion ex-
plains why they are detected as significant in one medium
and not in the other one; examples include the formyl-
glutathione hydrolase, Annexin A3, elongation factor Ts,
the VPS 36 protein, and the ferritin heavy chain. In the
same trend, some proteins show a change of lesser am-
plitude in one medium compared to the other, leading
to a change classified as significant in one case and not
in the other (e.g. mitochondrial ribosomal protein L1,
ERP29, MVB protein 4b, acylamino acid releasing en-
zyme, acidic form of the inositol polyphosphate phos-
phatase, GST omega 1, hippocalcin-like protein, coiled
coil protein 51). Such cases are likely to occur in a process
that is somewhat stochastic, as the proteomic analysis of
complete cell extracts.

For the majority of the modulated proteins, in most cases
the modulation is present in one medium and absent
in the other. In some extreme cases, however (e.g. the
mago nashi protein and myosin 12B), the changes go in
opposite directions in the two different media.

(2

3

Nevertheless, when taken at the pathway level, the same
pathways are altered when ]774 cells respond to copper
oxide nanoparticles in RPMI or in DMEM, with a very
good consistency in response for the oxidative stress related

© 2016 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Figure 6. Proteomic analysis of
total cell extracts by 2D elec-
trophoresis: effect of copper
oxide. Total cell extracts of
J774A1 cells were separated
by 2DE. The first dimensions
covered a 4-8 pH range and
the second dimension a 15-
200 kDa range. Total cellular
proteins (150 ng) were loaded
on the first-dimension gel. (A)
Gel obtained from control cells
and (B) gel obtained from
cells treated with copper oxide
(10 pg/mL, 24 h). The arrows
point to spots that show repro-
ducible and statistically signifi-
cant changes between the con-
trol and nanoparticles-treated
cells and to the control neighbor
spots in some cases. Spot num-
bering is according to Table 2.
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Table 3. Differentially expressed proteins identified in the proteomic screen for cells exposed to copper oxide nanoparticles
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Spot Protein name Swiss-Prot  Predicted No. of Sequence  CuOfctrl CuOfrctrl
number accession  Mw unique coverage Fold/t-test  Fold/t-test
no. peptides (%) DMEM RPMI
Metabolism
E1 Transaldolase Q93092 37 389 13 34 1.23/0.01 1.04/0.80
E2 Aldose reductase P45376 35732 20 60 1.03/0.68 0.53/0.02
E3 Galactokinase Q9RONO 42 295 3 8 0.93/0.62 0.32/0.001
Mitochondria
M1 Prohibitin P67778 29 821 19 85 0.83/0.01 0.96/0.43
M2 Elongation factor Ts, mitochondrial Q9CZR8 35334 2 12 0.84/0.01 0.86/0.67
M3 Stomatin-like protein 2, mitochondrial Q99JB2 38 385 2 9 0.50/0.05 0.95/0.86
M4 Hydroxymethylglutaryl-CoA lyase P38060 34238 2 1 0.7/0.01 1.42/0.20
M5 Persulfide dioxygenase ETHE1 Q9DCMo 27739 2 1 0.65/0.04 1.14/0.25
Mé6a ETFA Q99LC5 35 080 3 1 0.58/0.03 1.38/0.10
Méb ETFA Q99LC5 35 080 4 16 0.92/0.54 0.74/0.08
M7 39S ribosomal protein L1, mitochondrial Q99N96 37 598 4 13 0.77/0.01 0.88/0.55
Cytoskeleton and trafficking
Cc1 Myosin regulatory light chain 12B Q3THE2 19 795 4 23 2.0/0.02 0.54/0.01
Cc2 Dynactin subunit 3 Q9Z0Y1 20979 3 15 1.40/0.03 0.70/0.28
Cc3 Septin-2 P42208 41526 9 35 1.58/0.02 0.74/0.06
C4a Rho GDP-dissociation inhibitor 2 Q61599 22 852 2 19 1.48/0.01 1.11/0.36
Cdb Rho GDP-dissociation inhibitor 2 Q61599 22 852 5 36 1.01/0.82 0.98/0.68
C5 Alpha-soluble NSF attachment protein Q9DB05 33191 15 70 1.26/0.01 0.96/0.83
Ccé Endoplasmic reticulum protein 29 P57759 28 825 3 13 0.67/0.03 0.80/0.35
c7 VPS 36 Q91XD6 43 737 2 6 1.37/0.03 1.48/0.13
C8a MAPREB1 (acidic spot) Q61166 30016 3 17 0.99/0.98 0.3/0.001
C8b MAPREB1 (basic spot) Q61166 30016 4 16 1.11/0.22 0.7/0.04
c9 Charged MVB protein 4b Q9ID8B3 24 936 4 17 0.89/0.34 0.7/0.04
C10a Tropomodulin-3 Q9JHJO 39503 3 10 1.16/0.28 0.54/0.025
C10b Tropomodulin-3 Q9JHJO 39503 14 46 1.30/0.01 0.82/0.31
C11 Stathmin P54227 17 274 6 39 0.94/0.50 0.49/0.04
Cc12 ARP 2/3 complex subunit 5 Q9CPW4 16 288 4 27 1.12/0.48 0.22/0.001
Nucleic acids
N1 5'(3')-deoxyribonucleotidase, Q9JM14 23077 7 50 1.23/0.05 0.69/0.07
N2 Histidine triad nucleotide-binding P70349 13777 8 79 1.26/0.05 2.91/0.01
protein 1
N3 Ribonuclease inhibitor Q91VI7 49 818 2 4 1.72/0.01 0.78/0.61
N4 Protein mago nashi homolog P61327 17 309 2 21 0.49/0.04 2.62/0.03
Protein production
P1 Protein disulfide-isomerase P09103 57 061 29 59 1.15/0.03 0.92/0.24
P2 Acylamino-acid-releasing enzyme Q8R146 81581 4 7 1.24/0.02 1.11/0.80
P3 Threonine-tRNA ligase, cytoplasmic Q9DOR2 83 358 7 10 0.62/0.01 0.96/0.80
P4 elF3j Q66JS6 29 486 2 10 1.67/0.21 0.46/0.025
P5 Elongation factor 1-delta P57776 31293 2 13 1.19/0.20 0.7/0.04
Protein degradation
Q1 Proteasome activator complex subunit2 P97372 27 058 16 72 1.58/0.03 0.89/0.23
Q2 Proteasome subunit alpha type-1 Q9R1P4 29 547 17 83 1.60/0.02 1.00/0.98
Q3 Proteasome assembly chaperone 4 POC7N9 13 974 4 42 2.15/0.02 10.77/0.02
Q4 COMM domain-containing protein 4 Q9CQ02 21765 2 10 1.54/0.01 0.76/0.18
Q5 Proteasome subunit beta type-9 P28076 23397 2 10 1.08/0.60 0.45/0.01
Q6 Ubiquitin C-terminal hydrolase L3 Q9JKB1 26 152 2 10 1.24/0.31 0.42/0.02
Signalling
S1a Inositol polyphosphate 1-phosphatase P49442 43 348 3 7 0.22/0.01 0.75/0.56
S1b Inositol polyphosphate 1-phosphatase P49442 43 348 3 9 1.13/0.52 0.49/0.09
S2 c¢GMP 3,5 - phosphodiesterase delta 055057 17 390 2 21 1.86/0.01 2.19/0.02
S3 Dual specificity MAP kinase kinase 1 P31938 43 440 3 7 1.52/0.01 0.99/0.99
S4 Neudesin Q9CQ45 18 905 2 12 1.48/0.03 0.75/0.09
S5 S/T phosphatase PP1-g catalytic subunit P63087 36 957 4 14 0.46/0.03 1.21/0.54
S6 Inositol monophosphatase 1 055023 30 436 4 17 0.97/0.93 0.65/0.045
S7 Guanine nucleotide-binding protein G P08752 40 489 4 13 0.92/0.30 0.6/0.03
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Table 3. Continued
Spot Protein name Swiss-Prot  Predicted No. of Sequence  CuOfctrl CuO/ctrl
number accession  Mw unique coverage Fold/t-test  Fold/t-test
no. peptides (%) DMEM RPMI
Oxidative stress response
H1 Ferritin heavy chain P09528 21067 3 17 2.35/0.01 1.76/0.35
H2 Glutamate-cysteine ligase reg. subunit 009172 30535 6 30 1.85/0.01 1.735/0.02
H3 Ferritin light chain 1 P29391 20 803 4 27 1.97/0.01 1.65/0.03
H4 S-formylglutathione hydrolase Q9ROP3 31320 6 38 1.17/0.03 1.18/0.13
H5 Heme oxygenase 1 P14901 32911 5 25 14.7/0.04 6.37/0.05
H6 Flavin/biliverdin reductase Q923D2 22 197 13 82 1.34/0.01 0.98/0.93
H7 GSTomega-1 009131 27 498 4 18 0.84/0.33 0.53/0.01
H8 Peroxiredoxin-6 008709 24 871 6 33 1.12/0.40 0.83/0.01
Unclassified
U1 Hippocalcin-like protein 1 P62748 22 339 7 34 1.50/0.01 1.24/0.17
uz Pycard Q9EPB4 21459 6 43 1.03/0.69 0.51/0.04
u3 Annexin A3 035639 36 386 23 72 0.76/0.01 0.73/0.08
U4 Coiled-coil domain-containing protein 51 Q3URS9 45 133 6 17 0.64/0.02 0.89/0.07
us Ufm1-specific protease 2 Q99K23 52516 2 6 1.66/0.01 0.72/0.14
U6a Proliferating cell nuclear antigen P17918 28 786 13 66 1.23/0.01 0.88/0.01
U6b Proliferating cell nuclear antigen P17918 28 786 8 33 0.72/0.48 1.67/0.045
u7 Sepiapterin reductase Q64105 27 883 3 15 1.21/0.28 0.76/0.04
us Tumor protein D52 Q62393 24 313 3 17 1.15/0.28 0.38/0.001
U9 NADPH oxidase p40 P97369 37389 16 44 0.68/0.05 1.02/0.87

Bold: statistically differently expressed protein species for cells grown in DMEM and treated with copper oxide nanoparticles; italics:
statistically differently expressed protein species for cells grown in RPMI and treated with copper oxide nanoparticles [17]; bold italics:
protein species common to both responses; plain font: control protein species.

proteins. Conversely, mitochondrial proteins respond more
to nanoparticles in DMEM than in RPMI, but this may be
linked to a different mitochondrial activity in the two media.
Finally, on a protein species point of view, it sometimes hap-
pens that one protein species is modulated in one culture
medium and another protein species of the same protein in
another medium (e.g. tropomodulin 3 and PCNA).

In conclusion, the first lesson from this work is that a
simple medium switch induces more changes in the core
cellular proteome than responses to low toxicity nanopar-
ticles such as titanium dioxide [13] or zinc dioxide [21].
Somewhat surprisingly, the classes of proteins modulated
by the medium change go much beyond the metabolism-
associated proteins in a wide sense (e.g. mitochondrial pro-
teins and true metabolic enzymes). Structural proteins such
as the cytoskeletal associated proteins, as well as the signaling-
associated proteins, are also modulated by the composition
of the culture medium. Consequently, the cells are proba-
bly in a fairly different basal state depending on the culture
medium, and it is therefore not surprising that they respond
differently to the same stimulus in different culture media.
Some core stress-related responses are however similar in
the two different media, but the majority of the responses
observed at the proteomic scale are different in the two dif-
ferent media. This further shows, if needed, how sensitive
proteomic techniques are to the details of cellular physiol-
ogy and metabolism. It also suggests that different responses
reported in different studies on the same model may derive
from subtle differences in the cell culture protocol, including

© 2016 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

of course the starting medium (as shown here) but probably
extendable to the medium consumption, depending in turn
on the cell inoculum and pretreatment time.
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Supplementary figure 2: Changes in the cell morphology and actin cytoskeleton

Observation of the macrophages basal side obtained with a Leica confocal
microscope.

Top row: cells grown in RPMI1640 medium.

Bottom row: cells grown in DMEM medium. .

The nucleus is identified using Vectashield mounting medium containing DAPI (green
color added on ImageJ software).

The F-actin cytoskeleton is identified using 500nM cyanine labelled phalloidin (red
color added on ImageJ software).

Supporting Information Fig. 3
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RPMI DMEM

APICAL

APICAL

Supplementary figure 3: Details in the changes in the cell morphology and actin
cytoskeleton

Left : schematic representation of a macrophage highlighting the different zones
observed by confocal microscopy 1 : apical side, 2 : median plane, 3 : basal side (i.e.
contact zone between cell macrophage and lamella).

Right : Results of observation (Apical side (1) median plane (2) and basal side (3))
obtained with a Leica confocal microscope. Comparison of the difference of Cell
morphology and actin cytoskeleton in RPMI1640 medium and DMEM medium. Lens
63x/1,4 oil with numerical zoom=4.

The nucleus is identified using Vectashield mounting medium containing DAPI (green
color added on Imaged software).

The F-actin cytoskeleton is identified using 500nM cyanine labelled phalloidin, (red
color added on ImageJ software).

3. Conclusion

Au vu des résultats obtenus a la fois en protéomique et dans les études fonctionnelles,
il apparait que les conditions de culture influent sur la physiologie cellulaire. Dans la littérature,
les macrophages J774 sont utilisés dans un grand nombre d’études et il est possible de trouver
des conditions de culture différentes. Parfois, ils sont cultivés en milieu RPMI et dans d’autres

cas en DMEM. Ce dernier milieu est environ deux fois plus riche en glucose, en vitamines et
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en acides aminés et il posséde également davantage de tryptophane que le RPMI. La présence
d’une plus forte quantité de glucose augmente le métabolisme glycolytique. Les nutriments
étant plus présents, ils améliorent I'activité mitochondriale. La présence de tryptophane active
le récepteur aux hydrocarbures aromatiques (AhR). Celui-ci a une activité anti-inflammatoire,
limitant ainsi la sécrétion de NO lorsque la stimulation au LPS est modérée. Enfin, nous avons
observé via le cytosquelette d’actine que la morphologie cellulaire est aussi influencée par le
milieu de culture (la présence de prolongements cytoplasmiques est beaucoup plus
importante en condition RPMI qu’en DMEM). Cela explique ainsi les différences observées
dans l'aptitude des J774 a phagocyter. C'est donc a cause de I'ensemble des changements
physiologiques des cellules qu’il n’est pas surprenant d’observer des variations visibles en
protéomique lorsque les macrophages sont confrontés a un méme stimulus (NP-CuO) alors

que seul le milieu de culture varie.

Ces travaux permettent de vérifier I'importance de prendre en considération les
conditions de cultures lors des études de I'effet des NPs (ou autres molécules) sur les cellules.
Ce phénomeéne peut parfois expliquer certaines variabilités de résultats, ce qui prouve
I'importance d’expliciter de maniere précise les conditions de culture afin de faciliter la
reproductibilité des données. De plus, ces travaux montrent que de nombreux parametres en
apparence mineurs sont susceptibles d’influer sur un résultat. Dans le cadre de |'évaluation de
la toxicité de diverses NPs, il s’avere donc primordial de confronter I’'ensemble des données
disponibles dans la littérature avant de conclure définitivement sur la toxicité induite par un

type de NPs.

Enfin, dans les conditions réelles, les macrophages se situent dans divers endroits de
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I’organisme. lls ne se trouvent donc pas tous dans les mémes conditions physiologiques. Or,
les résultats obtenus dans cet article démontrent aussi que ces conditions sont susceptibles

d’influencer différemment la réponse des macrophages résidents exposés aux NPs.
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Projet 1 : Evaluation de la toxicité de différents types de

nanoparticules de silices amorphes sur les macrophages

1. Présentation du projet

Ce projet répond a un probléme de santé publique et a pour objectif d’évaluer |'effet
potentiellement toxique des NP-SiO, amorphes sur les macrophages.

Contrairement a la silice cristalline, dont les effets toxiques ont largement été décrits
dans la littérature puisqu’elle engendre des maladies pulmonaires chroniques graves, la silice
amorphe, qui est un matériau largement utilisé en industrie n’a suscité d’intérét que
récemment. C'est pourquoi nous souhaitons d’une part, comparer les effets intrinseques de
plusieurs types de NP-SiO, amorphes et d’autre part, explorer les possibilités de toxicités

croisées (ou indirectes) avec d’autres molécules également issues de l'industrie.

Ce projet intitulé « SILLMMUN » est mené via un financement octroyé par I’Agence
Nationale de Sécurité Sanitaire de I'Alimentation, de I'Environnement et du Travail (ANSES).
Nous souhaitons évaluer les risques pour la santé suite a une exposition chronique ou aigué
aux NP-SiO; amorphes. La silice étant un composant présent dans de nombreuses applications
industrielles (travaux publics, fabrication du verre, électronique, agro-alimentaire, etc.), elle
est produite a raison de plusieurs centaines de millions de tonnes par an a travers le monde
(100.000 tonnes estimées en France). Cette
industrialisation massive de la production de silice libére également des déchets sous forme
particulaire et nanoparticulaire appelés « fumées de silice ». Celles-ci ont longtemps été

jugées amorphes donc peu toxiques. Cependant, il s’avere qu’elles renferment en leur centre
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une partie cristalline hautement toxique, (Dow Corning corporation, 2012; Fletcher et al.,
1994) ce qui pose un probléme de santé publique pour les travailleurs qui y sont trés exposés.
En effet, la silice cristalline est reconnue pour étre |'agent étiologique de la silicose et les
macrophages alvéolaires, du fait de leur forte activité phagocytaire, sont particulierement
vulnérables aux effets des NP-SiO; cristallines. lls jouent donc un réle important dans la
maladie (Figure 43).

C’est pour I'ensemble de ces raisons qu’il est important d’évaluer I'effet des fumées de
silice sur les fonctionnalités des macrophages par comparaison avec les silices amorphes

dépourvues de parties cristallines.

Amérique du sud

GENITkCIVIL > _— )
TAILUE DES PIERRES , 3 _— = ~
Afrique SILICE CRISTALLINE - Ry / \>}brpm\ "\ 1) Influence du type et de la taille des
CERAMIQUE EkplilSéeS \_ NP-SiO: sur la toxicité pulmonaire :
| Elevée / S e \ Cristalline = silicose et cancer du poumon
[ £ d ‘>1-§ um |\ Amorphe = inflammation de courte durée
COSMETIQUES : Principalement phagocytées
\ \ A | 2) Les NP-SiO2 s'accumulent dans les
Amérique du nord DECHETS METALLURGIQU Faible (|, ) pM lpoumons e:] ne sonlt gllrIm‘nees que par
29 % SILICE B \ais : offets © | oo G / les macrophages alvéolaires.
AMORPHE CHARGE RENFORCANTE Aoy ure dans les
ADDITIFS ALIMENTAIRES S L Déclenchement de la phagocytose
G MED'C”FN% documentés - - et inflammat?on goevt
PRECIPITEE JUSHTFE ST T

TEXTILES

Possibilité d’élimination
des particules dans le
poumon

Production mondiale de silice

140.0 millions de tones en 2012  Type de NP-SiO2  Applications Toxicité Conséquences

Figure 43. Production industrielle, usages et effets de la silice sur la santé.

2. Stratégie élaborée

Les premiéres expériences, valorisées par une publication ont été menées sur des NP-
SiO; amorphes précipitées et référencées sous le nom de Ludox TMA® (Sigma-Aldrich). Les
travaux ont été effectués sur des lignées cellulaires de macrophages RAW 264.7 déja
largement utilisées en études de toxicité et auxquelles une concentration subtoxique de NP-

SiO, a été ajoutée. Cette concentration correspond a la dose létale 20 (DL20) qui permet
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d’avoir un bon compromis pour analyser la modulation de I’expression de protéines (en études
protéomiques) et déterminer |'effet des NPs sur la fonctionnalité des macrophages tout en
évitant les artefacts provoqués par une mortalité cellulaire trop élevée. Aprés avoir caractérisé
les NP-SiO; et obtenu des résultats en protéomique, les principaux tests fonctionnels effectués
dans le but de connaitre les effets intrinseques de ces NPs sont les tests de viabilité, de
phagocytose, d’inflammation (sécrétion de NO et de cytokines), du potentiel mitochondrial,
enzymatiques, etc. Enfin, des tests de toxicité croisée ont été effectués afin de vérifier
I’hypothése d’une sensibilité plus accrue des macrophages aux agents connus pour

endommager I’ADN tels que le styréne.

Ces travaux ont ensuite été poursuivis en étudiant I'effet d’autres types de NP-SiO;
amorphes qui sont soit sous forme précipitée (hnommées Ludox LS30® - Sigma-Aldrich), soit
sous forme pyrogénique (fumed silica — Sigma-Aldrich). Dans ces travaux, nous nous sommes
surtout attachés a comparer |'effet de différents modes d’exposition avec des NP-SiO;
(expositions aigué, chronique et récupération) sur les macrophages. La mise en place de ces

différents modes d’exposition est détaillée dans le paragraphe suivant.

En France, la limite d’exposition autorisée par fraction alvéolaire est de 5mg/m?3. Cela
correspond a 50mg de silice par journée de travail (8h). Cette dose a été transposée sur un
modele cellulaire de macrophages et elle correspond a une concentration journaliére de
1ug/mL de NP-SiO, pour 1x10° macrophages. Afin d’évaluer la toxicité des NP-SiO, en
exposition chronique, nous proposons d’exposer les macrophages pendant 20 jours en
présence de NP-SiO; (1pg/mL/jour) et de comparer les effets avec une exposition aigué aux

NP-SiO; (dose accidentelle, 20ug/mL = DL20) et de récupération trois jours aprés exposition

137



RESULTATS

aux NP-SiO;. La condition récupération (trois jours sans NPs aprés une exposition aigué)
permet de vérifier si les macrophages retrouvent leurs fonctions plusieurs jours apres avoir

été stressés par les NP-SiO; (Figure 44).

Enfin, afin de s’affranchir des effets spécifiques liés a la lignée cellulaire RAW 264.7, des
études de toxicité ont également été effectuées sur des macrophages primaires plus

complexes a cultiver mais plus proches des conditions réelles in vivo (Figure 44).

Types de NP étudiées Types cellulaires utilisés
1) NP-SiO2 précipitées :
« Ludox LS30% (Sigma 420808) ? 1) Lignées cellulaires de macrophages : RAW
|

2) NP-SiO, pyrogénique 2) Macrophages primaires murin

» Silica, fumed (Sigma S5505)
- préparation d’une suspensiona 10mg/mL
- Stérilisation 24h & 80°C en atmosphére humide

Modes d’exposition étudiés

1) Aigu 2) Récupération 3) Chronique
Concentration induisant la DL20 Concentration induisant la DL20 Concentration journaliere
Incubation 24h & 37°C, 5%CO, Incubation 24h & 37°C, 5%CO, maximale autorisée
Variable : type cellulaire & NP Récupération en milieu sans NP (72h) 1 a 2 pg/mL pendant 20j

Figure 44. Stratégie mise en place pour évaluer ’effet des NP-SiO: pyrogéniques et
précipitées sur différents modéles cellulaires et différents modes d’exposition.

3. Résultats publiés concernant les NP-SiO, (Ludox TMA®)
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1. Introduction

Differential proteomics highlights macrophage-
specific responses to amorphous silica
nanoparticlest

Bastien Dalzon,? Catherine Aude-Garcia,? Véronique Collin-Faure,® Héléne Diemer,®
David Béal,© Fanny Dussert,© Daphna Fenel,® Guy Schoehn,® Sarah Cianférani,”
Marie Carriére® and Thierry Rabilloud Dk

The technological and economic benefits of engineered nanomaterials may be offset by their adverse
effects on living organisms. One of the highly produced nanomaterials under such scrutiny is amorphous
silica nanoparticles, which are known to have an appreciable, although reversible, inflammatory potential.
This is due to their selective toxicity toward macrophages, and it is thus important to study the cellular
responses of this cell type to silica nanoparticles to better understand the direct or indirect adverse
effects of nanosilica. We have here studied the responses of the RAW264.7 murine macrophage cells and
of the control MPC11 plasma cells to subtoxic concentrations of nanosilica, using a combination of pro-
teomic and targeted approaches. This allowed us to document alterations in the cellular cytoskeleton, in
the phagocytic capacity of the cells as well as their ability to respond to bacterial stimuli. More surprisingly,
silica nanoparticles also induce a greater sensitivity of macrophages to DNA alkylating agents, such as
styrene oxide, even at doses which do not induce any appreciable cell death.

amorphous silica-induced inflammation can be pronounced®
and are found in vivo and in vitro as well.*

Silica-based particulate materials are highly used as abrasives
both in the industry and in consumer products such as tooth-
pastes, as well as reinforcing agents (e.g. as mineral charges in
tires) or in the high-tech industry (e.g. in photovoltaics or as
high precision molding agents). These wide uses increase the
exposure potential of individuals to silica, which poses in turn
the problem of the direct and indirect toxicity of silica. In this
frame, crystalline silica has long been known as the causative
agent of silicosis and is therefore highly regulated. Conversely,
amorphous silica has been demonstrated to induce only a
transient and reversible inflammation upon pulmonary
exposure,'™ and is therefore considered as safer. However, the
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Considerable work has been devoted to the analysis of the
toxicity of amorphous silica in vitro, and strong directions have
emerged. One of them is the differential sensitivity of different
cell types to amorphous silica,”® and the other one is the
influence of the size of the nanoparticles.>*™* However, it has
been shown that within a given cell type, the type of response
is similar for particles of different sizes."®

Regarding the toxic mechanisms induced by amorphous
silica, oxidative stress effects have been demonstrated,"” 2
and seems to be linked more to direct ROS generation than to
an indirect mechanism via glutathione depletion.”"**
Genotoxicity has also been observed,>” and is likely to be
linked to the oxidative stress mentioned before.

Beyond these toxic mechanisms, it is interesting to under-
stand more widely the cellular responses at sub-toxic concen-
trations of amorphous silica, as they may be linked to the
inflammatory responses observed in vitro,>'t 1728730 op
in vivo.>

One of the emerging mechanisms at play is the autophagy/
inflammasome axis,*'*® which clearly plays a pivotal role in
the induction of pro-inflammatory cytokines by silica.

However there are clearly other cellular responses to amor-
phous silica, as exemplified by transcriptomic studies,'®?”*®
and deciphering these responses may help to understand
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cross toxicities between amorphous silica and metals
organic compounds.**

In this frame, proteomic studies can be useful in addition to
transcriptomics, and have indeed been used to study cellular
responses to amorphous silica, on keratinocytes*” and in lung
epithelial cells.”® We have thus decided to perform a proteomic
study of the effects of amorphous silica on macrophages, using
the well documented RAW264.7 line.** As the cellular responses
have been reported to be largely conserved across the size range
for silica'® we have focused our study on a single precipitated
silica nanoparticle, previously used in ecotoxicology.”’ In order
to take into account the cell type-specific responses, we
have performed this study simultaneously on the
RAW264.7 macrophage cell line and in a control, less silica-
sensitive cell line of the same genotype and of hematopoietic
origin, the MPC11 plasmacytoma cell line. This cell line grows
at the same speed as the RAW264.7 line in the same culture
medium, and also has a similar nucleocytoplasmic ratio.

2. Experimental

Most experiments have been performed essentially as
described in previous publications.*®™*® Details are given here
for the sake of the consistency of the paper. All biological
experiments were carried out at least on three independent
biological replicates.

2.1. Nanoparticles

The silica nanoparticles (Ludox TMA®) were purchased from
Sigma, directly as a concentrated suspension. This suspension
was diluted to a silica concentration of 1 mg ml™" in distilled
water just prior to use. The actual size of the particles was
determined after dilution in water or in complete culture
medium by dynamic light scattering, using a Wyatt Dynapro
Nanostar instrument. The morphology of samples was
observed by TEM (Transmission Electron Microscopy).
Samples were absorbed to the clean side of a carbon film on
mica and transferred to a 400-mesh copper grid. The images
were taken under low dose conditions (<10 e~ A™2) at a magni-
fication of 11kx, 13kx, 23kx and 30kx with defocus values
between 1.2 and 2.5 pm on a Tecnai 12 LaB6 electron micro-
scope at 120 kV accelerating voltage using a CCD Camera
Gatan Orius 1000.

2.2. Cell culture

The mouse macrophage cell line RAW264.7 and the mouse
plasmacytoma cell line MPC11 were obtained from the
European Cell Culture Collection (Salisbury, UK). The cells
were cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 10%
fetal bovine serum (FBS). Cells were seeded at 200 000 cells per
ml and harvested at 1 000 000 cells per ml. For treatment with
nanoparticles, cells were seeded at 500 000 cells per ml. They
were treated with nanoparticles on the following day and har-
vested after a further 24 hours in culture. Cell viability was
measured by a dye exclusion assay, either with eosin
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(1 mg ml™")* under a microscope or with propidium iodide
(1 pg mI™")*° in a flow cytometry mode. For cross toxicity experi-
ments, the cells were first exposed to silica alone for 6 hours.
The tested inhibitors or toxicants were then added for an
additional 18 hours and the cell viability measured afterwards.

2.3. Phagocytosis and particle internalization assay

The phagocytic activity was measured using fluorescent latex
beads (1 pm diameter, green labelled, catalog number L4655
from Sigma). The beads were pre-incubated at a final concen-
tration of 55 pg mL ™" for 30 minutes at 37 °C in PBS/FBS (V/v).
Then, they were incubated with cells (5 ug mL™") for 2 h
30 min at 37 °C. The cells were harvested and washed with
PBS. The cells were resuspended by vortexing with addition of
3/4 water volume and then 1/4 NaCl (35 mg mL™") volume was
added under vortexing in order to clean the cell surface of
adsorbed particles. The cells were harvested in PBS with propi-
dium iodide (1 pg mL™"). Viability and phagocytic activity were
measured simultaneously by flow cytometry on a FacsCalibur
instrument (Beckton Dickinson). The dead cells (propidium
positive) were excluded from the analysis.

For the internalization assay, latex nanoparticles (fluo-
rescent green, from Sigma) were used. The nanoparticles were
added directly to the serum-containing cell culture medium
and left for 24 hours in contact with the cells. Post-exposure
cell harvesting, treatment and analysis were performed similar
to the phagocytosis assay.

2.4. Mitochondrial transmembrane potential measurement

The mitochondrial transmembrane potential was assessed by
Rhodamine 123 uptake. The cells were incubated with
Rhodamine 123 (80 nM) for 30 minutes at 37 °C, 5% CO, then
rinsed twice in cold glucose (1 mg mL~")-PBS (PBSG) and har-
vested in cold PBSG supplemented with propidium iodide (1
pg mL™Y). The mitochondrial potential of cells was analysed by
flow cytometry on a FacsCalibur instrument (Beckton
Dickinson). The dead cells (propidium positive) were excluded
from the analysis. The low Rhodamine concentration was used
to avoid intramitochondrial fluorescence quenching that would
result in a poor estimation of the mitochondrial potential.”*

2.5. Enzyme assays

The enzymes were assayed according to published procedures.
Isocitrate dehydrogenase was assayed by a coupled assay using
nitro blue tetrazolium as the final acceptor and phenazine
methosulfate as a relay.’® Biliverdin reductase was assayed
directly for the NADPH-dependent conversion of biliverdin
into bilirubin, followed at 450 nm.>® Lactoylglutathione lyase
activity was followed at 240 nm as previously described.”*

The cell extracts for enzyme assays were prepared by lysing
the cells for 20 minutes at 0 °C in 20 mM Hepes (pH 7.5),
2 mM MgCl,, 50 mM KCl, 1 mM EGTA, 0.15% (w/v)
tetradecyldimethylammonio propane sulfonate (SB 3-14), fol-
lowed by centrifugation at 15 000g for 15 minutes to clear the
extract. The protein concentration was determined by a dye-
binding assay.>”

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017
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2.6. NO production and cytokine production

The cells were grown to confluence in a 6 well plate and pre-
treated with silica for 6 hours. Then half of the wells were
treated with 100 ng ml™" LPS (from salmonella, purchased
from Sigma), and arginine monohydrochloride was added to
all the wells (5 mM final concentration) to give a high concen-
tration of substrate for the nitric oxide synthase. After
18 hours of incubation, the cell culture medium was recovered,
centrifuged at 10 000g for 10 minutes to remove cells and
debris, and the nitrite concentration in the supernatants was
read at 540 nm after addition of an equal volume of Griess
reagent and incubation at room temperature for 30 minutes.

For cytokine production, a commercial kit (BD Cytometric
Bead Array, catalog number 552364 from BD Biosciences) was
used. The supernatant of cells treated with NP-SiO, was recov-
ered and the kit protocol was followed.

2.7. F-actin staining

The experiments were performed essentially as previously
described.”® The cells were cultured on coverslips placed in
6-well plates and exposed to silica or latex nanoparticles for
24 h at 37 °C. At the end of the exposure time, the cells were
washed twice for 5 min at 4 °C in PBS and fixed in 4% parafor-
maldehyde for 30 min at room temperature. After two washes
(5 min/4 °C in PBS), they were permeabilized in 0.1% Triton
X-100 for 5 min at room temperature. After two more washes
in PBS, 500 nM Phalloidin-Atto 550 (Sigma) was added to the
cells and left undisturbed for 20 min at room temperature in
the dark. Coverslip-attached cells were washed, placed on
microscope slides (Thermo Scientific) using a Vectashield
mounting medium containing DAPI (Eurobio) and imaged
using a Zeiss LSM 800 confocal microscope. The images were
processed using Image] software.

2.8. RT-qPCR

RNA was extracted using the GenElute™ mammalian total
RNA miniprep kit with the optional DNase treatment step,
then reverse-transcribed wusing SuperScript III Reverse
Transcriptase (Life Technologies). RNA concentration and
purity were assessed by measuring Abs 260/Abs 280 and Abs
260/Abs 230 absorbance ratios using a Nanodrop ND-1000
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). Then, cDNA
from each of the three biological replicates for each exposure
condition was loaded in duplicate on a 96-well plate. Primer
sequences are given in ESI Table 2.1 Their efficiencies were
experimentally checked for compliance using a mix of all
samples, with a quality criterion of 2 + 0.3. Quantitative PCR
was performed on a MX3005P Multiplex Quantitative PCR ther-
mocycler (Stratagene), using the following thermal cycling
steps: 95 °C for 5 min, then 95 °C for 15 s, 55 °C for 20 s and
72 °C for 40 s 40 times and finally 95 °C for 1 min, 55 °C for
30 s and 95 °C for 30 s for the dissociation curve. C, was deter-
mined using the Mx-Pro 3.20 software with default settings.
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and 18S
ribosomal 1 (S18) were chosen as reference genes for normali-

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017
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zation, validated using BestKeeper.”” mRNA expression ana-
lysis, normalization and statistical analysis were performed
using REST2009 software® using the AAC, method and a
pair-wise fixed reallocation randomization test.

2.9. Proteomics

The 2D gel based proteomic experiments were essentially
carried out as previously described,*® at least on independent
biological triplicates. However, detailed materials and
methods are provided for the sake of paper consistency.

2.9.1. Sample preparation. The cells were collected by
scraping, and then washed three times in PBS. The cells were
then washed once in TSE buffer (10 mM Tris-HCI (pH 7.5),
0.25 M sucrose, 1 mM EDTA), and the volume of the cell pellet
was estimated. The pellet was resuspended in its own volume
of TSE buffer. Then 4 volumes (respective to the cell suspen-
sion just prepared) of concentrated lysis buffer (8.75 M urea,
2.5 M thiourea, 5% w/v CHAPS, 6.25 mM TCEP-HCI, 12.5 mM
spermine base) were added and the solution was left undis-
turbed for extraction at room temperature for 1 hour. The
nucleic acids were then pelleted by ultracentrifugation
(270 000g at room temperature for 1 h), and the protein con-
centration in the supernatant was determined by a dye-
binding assay.”® Carrier ampholytes (Pharmalytes pH 3-10)
were added to a final concentration of 0.4% (w/v), and the
samples were kept frozen at —20 °C until use.

2.9.2. Isoelectric focusing. Home-made 160 mm long 4-8
linear pH gradient gels®® were cast according to published pro-
cedures.®® Four mm-wide strips were cut, and rehydrated over-
night with the sample, diluted in a final volume of 0.6 ml of
rehydration solution (7 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS,
0.4% carrier ampholytes (Pharmalytes pH 3-10) and 100 mM
dithiodiethanol).**

The strips were then placed in a Multiphor plate (GE
Healthcare), and IEF was carried out with the following electri-
cal parameters: 100 V for 1 hour, then 300 V for 3 hours, then
1000 V for 1 hour, then 3400 V up to 60-70 kVh. After IEF, the
gels were equilibrated for 20 minutes in 125 mM Tris, 100 mM
HCl, 2.5% SDS, 30% glycerol and 6 M urea.®® They were then
transferred on top of the SDS gels and sealed in place with 1%
agarose dissolved in 125 mM Tris, 100 mM HCI, 0.4% SDS and
0.005% (w/v) bromophenol blue.

2.9.3. SDS electrophoresis and protein detection. Ten
percent gels (160 x 200 x 1.5 mm) were used for protein separ-
ation. The Tris taurine buffer system® was used and operated
at an ionic strength of 0.1 and a pH of 7.9. The final gel com-
position is thus 180 mM Tris, 100 mM HCl, 10% (w/v) acryl-
amide, and 0.27% bisacrylamide. The upper electrode buffer is
50 mM Tris, 200 mM Taurine, and 0.1% SDS. The lower elec-
trode buffer is 50 mM Tris, 200 mM glycine, and 0.1% SDS.
The gels were run at 25 V for 1 hour, then 12.5 W per gel until
the dye front has reached the bottom of the gel. Detection was
carried out by tetrathionate silver staining.®*

2.9.4. Image analysis. The gels were scanned after silver
staining on a flatbed scanner (Epson perfection V750), using a
16 bit grayscale image acquisition. The gel images were then

Nanoscale, 2017, 9, 9641-9658 | 9643
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analyzed using the Delta 2D software (v 3.6). Spots that were
never expressed above 100 ppm of the total spots were first fil-
tered out. Then, significantly-varying spots were selected on
the basis of their Student’s ¢-test p-value between the treated
and the control groups. Spots showing a p-value lower than
0.05 were selected. This strategy is used to avoid the use of
arbitrary thresholds, which can result in discarding statisti-
cally-valid relevant changes and including non-valid
changes.® The false positive concern arising from the multiple
testing problem was addressed using the Storey-Tibshirani
approach,®® as classical statistical filters (e.g. Bonferroni or
Benjamini-Hochberg) yield to over-rejection of valid results.®’
Furthermore, we checked that all the spots that we found
through the t-test also had a p < 0.05 in a non-parametric
Mann-Whitney U-test.

2.9.5. Mass spectrometry. The spots selected for identifi-
cation were excised from silver-stained gels and destained with
ferricyanide/thiosulfate on the same day as silver staining in
order to improve the efficiency of the identification
process.®®® Gel digestion was performed with an automated
protein digestion system, MassPrep Station (Waters, Milford,
USA). The gel plugs were washed twice with 50 uL of 25 mM
ammonium hydrogen carbonate (NH,HCO;) and 50 pL of
acetonitrile. The cysteine residues were reduced by 50 pL of
10 mM dithiothreitol at 57 °C and alkylated by 50 puL of 55 mM
iodoacetamide. After dehydration with acetonitrile, the pro-
teins were cleaved in gel with 10 pL of 12.5 ng uL™" of modi-
fied porcine trypsin (Promega, Madison, WI, USA) in 25 mM
NH,HCO;. The digestion was performed overnight at room
temperature. The generated peptides were extracted with 30 pL
of 60% acetonitrile in 0.1% formic acid. Acetonitrile was evap-
orated under vacuum before nanoLC-MS/MS analysis.

NanoLC-MS/MS analysis was performed wusing a
nanoACQUITY Ultra-Performance-LC (Waters Corporation,
Milford, USA) coupled to the Synapt™ High Definition Mass
Spectrometer™ (Waters Corporation, Milford, USA), or to the
TripleTOF 5600 (Sciex, Ontario, Canada).

The nanoLC system was composed of an ACQUITY UPLC®
CSH130 C18 column (250 mm x 75 pm with a 1.7 pm particle
size, Waters Corporation, Milford, USA) and a Symmetry C18
precolumn (20 mm x 180 pm with a 5 pm particle size, Waters
Corporation, Milford, USA). The solvent system consisted of
0.1% formic acid in water (solvent A) and 0.1% formic acid in
acetonitrile (solvent B). 4 pL of sample were loaded into the
enrichment column for 3 min at 5 pL min~" with 99% of
solvent A and 1% of solvent B. Elution of the peptides was per-
formed at a flow rate of 300 nL, min™" with a 8-35% linear gra-
dient of solvent B in 9 minutes.

The Synapt™ High Definition Mass Spectrometer™ (Waters
Corporation, Milford, USA) was equipped with a Z-spray ion
source and a lock mass system. The system was fully controlled
using MassLynx 4.1 SCN639 (Waters Corporation, Milford,
USA). The capillary voltage was set at 2.8 kV and the cone
voltage at 35 V. Mass calibration of the TOF was achieved
using fragment ions from Glu-fibrino-peptide B on the
[50;2000] m/z range. Online correction of this calibration was
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performed with Glu-fibrino-peptide B as the lock-mass. The
ion (M + 2H)** at m/z 785.8426 was used to calibrate MS data
and the fragment ion (M + H)" at m/z 684.3469 was used to
calibrate MS/MS data during the analysis.

For tandem MS experiments, the system was operated with
automatic switching between MS (0.5 s per scan on m/z range
[150;1700]) and MS/MS modes (0.5 s per scan on m/z range
[50;2000]). The two most abundant peptides (intensity
threshold 20 counts per s), preferably doubly and triply
charged ions, were selected on each MS spectrum for further
isolation and CID fragmentation using collision energy profile.
Fragmentation was performed using argon as the collision gas.

Mass data collected during analysis were processed and
converted into .pkl files using ProteinLynx Global Server 2.3
(Waters Corporation, Milford, USA). Normal background sub-
traction type was used for both MS and MS/MS with 5%
threshold and polynomial correction of order 5. Smoothing
was performed on MS/MS spectra (Savitsky-Golay, 2 iterations,
window of 3 channels). Deisotoping was applied for MS
(medium deisotoping) and for MS/MS (fast deisotoping).

The TripleTOF 5600 (Sciex, Ontario, Canada) was operated
in positive mode, with the following settings: ionspray voltage
floating (ISVF) 2300 V, curtain gas (CUR) 10, interface heater
temperature (IHT) 150, ion source gas 1 (GS1) 2, declustering
potential (DP) 80 V. Information-dependent acquisition (IDA)
mode was used with Top 10 MS/MS scans. The MS scan had
an accumulation time of 250 ms in m/z [400;1250] range and
the MS/MS scans 100 ms in m/z [150;1800] range in high sensi-
tivity mode. Switching criteria were set to ions with a charge
state of 2-4 and an abundance threshold of more than 500
counts and exclusion time was set at 4 s. IDA rolling collision
energy script was used for automatically adapting the CE.
Mass calibration of the analyser was achieved using peptides
from digested BSA. The complete system was fully controlled
by AnalystTF 1.7 (Sciex). Raw data collected were processed
and converted with MSDataConverter in .mgf peak list format.

For protein identification, the MS/MS data were interpreted
using a local Mascot server with the MASCOT 2.4.1 algorithm
(Matrix Science, London, UK) against UniProtKB/SwissProt
(version 2016_01, 550299 sequences). Research was carried out
in all species. Spectra were searched with a mass tolerance of
15 ppm for MS and 0.05 Da for MS/MS data, allowing a
maximum of one trypsin missed cleavage.
Carbamidomethylation of cysteine residues and oxidation of
methionine residues were specified as variable modifications.
Protein identifications were validated with at least two pep-
tides with a Mascot ion score above 30.

3. Results

3.1. Nanoparticles characterization and determination of the
effective doses

The amorphous silica nanoparticle used (Ludox™ TMA) was
characterized by several methods, and the results are summar-
ized in Fig. 1 (panels A-C). Spherical nanoparticles were

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017
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Fig. 1 Nanoparticles characterization and effects on cell viability. Panel A: TEM image of Ludox TMA silica nanoparticles suspended in water. Panels
B and C: TEM images of Ludox TMA silica nanoparticles suspended in complete culture medium (RPMI 1640 + fetal bovine serum). B: Time in com-
plete medium 30 minutes. C: Time in complete medium 24 hours. Scale bar: 100 pm. Panel D: Effects of Ludox TMA on cell viability on the

RAW264.7 cell line (white bars) and MPC11 cell line (dotted bars).

obtained (primary diameter 26 + 4 nm), and the average hydro-
dynamic diameter of these particles, as measured by DLS, was
37 + 1 nm, with a polydispersity index of 20%. When placed in
serum-containing culture medium the hydrodynamic diameter
immediately increased to 155 + 7 nm (polydispersity index
25%). The aggregation state increased over time in the serum-
containing medium to up to 365 nm (multimodal) after
24 hours in the medium. Toxicity curves were then determined
on the two cell lines of interest. The LD,,, i.e. the concentration
inducing a 20% cell death after 24 hours of treatment, was deter-
mined to be 20 pug ml™ for the RAW264 cell line and 100
pg ml™* for the MPC11 cell line (Fig. 1D). These concentrations
were chosen for the subsequent studies, as the LD,, offers a
good compromise between cell viability and biological effect.

In order to determine whether the differences in toxicity
were due to different internalization between the two cell lines
of interest, we tested the internalization of particles in the two
cell lines by using fluorescent latex beads of different dia-
meters (30 and 100 nm). The results, displayed in ESI Fig. 1
and Table 1,t show that silica toxicity parallels the internaliz-
ation capacity of the cells.

3.2. Proteomic studies

In order to gain further insights into the molecular responses
of cells to the amorphous silica nanoparticles, we performed

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017

proteomic studies. We used two different doses for each cell
line. For the RAW264 cell line, 20 pg ml™" (i.e. the LD,,) and
10 pug ml™" (ie. a dose where no increased mortality and very
minimal functional effects were observed) were used. For the
MPC11 cell line we used 20 pg ml™" (i.e. the same dose as on
RAW264, but with no visible macroscopic effects in this case)
and 100 pg ml™" (i.e. the LD,, for this cell line). This proteo-
mic analysis probed 2590 protein species for the RAW264 cell
line, and 2180 for the MPC11 cell line. The median coefficient
of variation of the spots was 24.5% for the RAW cell line, and
21% for the MPC11 cell line. These coefficients of variation are
in the range of those found in typical 2D DIGE experiments,
where coefficient of variations range from 18 to 28%, depend-
ing on the sample.”®”® The significant protein changes were
detected through the use of a variance-based screen, which
compensates automatically for the variability of each spot, and
enables to take into account small but reproducible changes,
thus avoiding the arbitrary exclusion of changes that can be
biologically meaningful. Through this proteomic screen, we
could detect modulation of proteins belonging to various func-
tional classes, as shown in Fig. 2, Table 1, ESI Table 2 and
Fig. 2-7.1 Among the 113 significantly variable spots, 15 were
common between RAW264 and MPC11 and 19 varied for the
two doses of silica in the RAW264 cell line. This means in turn
that the majority of significant variables are specific for the

Nanoscale, 2017, 9, 9641-9658 | 9645
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Fig. 2 Proteomic analysis of total cell extracts by 2D electrophoresis. Total cell extracts of RAW274.7 cells were separated by two-dimensional gel
electrophoresis. The first dimensions covered a 4—-8 pH range and the second dimension a 15-200 kDa range. Total cellular proteins (150 pg) were
loaded on the first dimension gel. A: Gel obtained from control cells. B: Gel obtained from cells treated for 24 hours with 10 ug ml™* Ludox TMA. C:
Gel obtained from cells treated for 24 hours with 20 pg ml™* Ludox TMA. The lines and arrows point to spots that show reproducible and statistically
significant changes between the control and nanoparticle-treated cells and to the control neighbor spots in some cases. Spot numbering according
to Table 1.
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pyrophosphate phosphatase
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RESULTATS

Underlined: proteins that change in opposite directions in RAW264 and MPC11 cell lines. Bold: proteins that change significantly in both RAW264 and MPC11 cell lines. Italics: proteins that

change significantly in RAW264 at the low dose but not at the high dose. *Proteins that do not change significantly but are included as controls.
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RAW264 cell line at the LD,,. It can also be noted that most
proteins are present in both the MPC11 and RAW264 cell
lines, although their amounts may be different in the two
lines. This feature has been observed in wider proteomic
screens’* and show that “housekeeping proteins” represent in
fact the vast majority of proteins, at least those detected in pro-
teomic screens.

3.3. Validation studies

The inclusion of small but reproducible protein changes
means in turn that these changes cannot be validated easily by
classical biochemical techniques at the protein expression
level. For example, protein blotting often shows a technical
variability well above 20%, and a response curve often lower
than that of 2D electrophoresis, making this technique unsui-
table for the validation of small fold changes. This renders
functional validation even more necessary, to confirm the bio-
logical relevance of the proteomics-detected protein
modulations.

3.3.1. Enzyme activities. In 2D gel-based proteomics, pro-
teins are often represented by several spots, and it happens fre-
quently that one spot is changed under the biological con-
ditions of interest while the others are more or less constant.
As the different spots correspond to modified forms of the
protein and as protein modifications are known to modulate
enzyme activities (e.g. acetylation”®), the correspondence
between spot variations and enzyme activities is far from
obvious and must be verified. We carried out this verification
on three enzymes, namely isocitrate dehydrogenase (spots ela
and elb), lactoylglutathione lyase (spot h9) and biliverdin
reductase (spots h3a, h3b and h4). The results, displayed in
Table 2, show that the activity correlates with the spot change
observed on 2D gels for lactoylglutathione lyase. In the case of
isocitrate dehydrogenase, the activity correlates with the
change in the acidic spot corresponding to the enzyme, and
neither with the basic spot nor with the sum of the two spots.
This example demonstrates, if further needed, the interest of a
proteomic analysis taking into account the protein species and
not only the gene product level. In the case of the biliverdin
reductase activity, the situation is more complex. The best cor-
relation is found with a combination of the acidic spot of bili-
verdin reductase A and the spot of biliverdin reductase B. This
is in line with the known role of phosphorylation in the activity
of biliverdin reductase A.”°

3.3.2. Cytoskeleton and phagocytosis. Numerous proteins
associated with the actin cytoskeleton emerged from the pro-
teomic screen (see category ¢ in Table 1). This led us to study if
the actin cytoskeleton was altered in macrophages upon treat-
ment with silica nanoparticles, using labelled phalloidin and
confocal microscopy. The results, displayed in Fig. 3, show
that silica nanoparticles induce a decrease in the number of
spikes observed at the surface of the macrophages. This effect
was not due to the internalization of particles per se, as intern-
alization of latex particles did not induce this effect (Fig. 3,
panels D and E).
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Table 2 Enzyme activities measured in control cell extracts and in
extracts prepared from cells treated for 24 hours with either 10 pg mi™
or 20 pg ml~* silica nanoparticles. The activities are expressed in units
per mg protein, the unit being defined as 1 umol of substrate converted
per minute

pumol per min per mg prot

Control  Silica (10 pgml™)  Silica (20 pg ml™)
Lgul
A 364.9 329.3 334.7
B 356. 316.9 300.9
C 370.3 336.5 238.6
D 366.7 349.0 306.2
Mean 364.5 332.9 295.1
Std deviation 6.06 13.40 40.5
Fold change 0.91 0.81
t test vs. control 0.011 0.040
IDHC
A 21.5 23.5 14.5
B 19.5 29.5 16.5
C 31.5 21.0 20.5
D 33.5 27.5 11.0
Mean 26.5 25.37 15.62
Std deviation 7.02 3.84 3.97
Fold change 0.96 0.59
t test vs. control 0.791 0.045
Biliverdin reductase
A 1.0 0.5 0.77
B 0.82 0.68 0.68
C 0.73 0.68 0.73
D 0.86 0.77 0.82
Mean 0.85 0.66 0.75
Std deviation 0.11 0.11 0.06
Fold change 0.77 0.88
t test vs. control 0.053 0.177

As the actin cytoskeleton is also involved in phagocytosis,
we also tested this macrophage function. The results, dis-
played in Fig. 4A and B, show a moderate decrease in the pro-
portion of phagocytic cells and an almost unchanged phago-
cytic ability for the phagocytosis-positive cell, for the cells
exposed to 20 pg ml~" silica nanoparticles.

3.3.3. Mitochondrial potential. Numerous mitochondrial
proteins were found in the proteomic study (see category m in
Table 1), some of them implied in energy generation directly
(e.g. the long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase (acadl,
spot m9)), the beta subunit of the succinate-CoA ligase [GDP-
forming]| (sucb2, spots mla and mib) or indirectly through
control of the oxphos complexes (e.g. the mitochondrial
elongation factor Tu (eftu, spot m5), or the ubiquinone biosyn-
thesis protein coq9 (spot m2)). This prompted us to assess the
mitochondrial transmembrane potential. The results, dis-
played in Fig. 4C and D, show no alteration either in the pro-
portion of cells with a normal transmembrane potential or on
the value of the potential. This result is in line with the fact
that most mitochondrial proteins picked in the proteomic
screen show an increase of abundance. This illustrates the fact
that the cells increase the amount of some mitochondrial pro-
teins to compensate for the effects of the silica treatment, and
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are thus able to maintain the mitochondrial potential at the
sub-toxic concentrations used.

3.3.4. Effects on signaling pathways. Several proteins
associated with signaling were found modulated upon silica
nanoparticle treatment of macrophages, according to proteo-
mics. We focused on the AMP-activated protein kinase (AMPK
pathway) and on the myeloid differentiation primary response
protein 88 (myd88) pathway.

The activity of the AMPK pathway is controlled by the
STK11/LKB1 kinase,”” whose activity is controlled through the
formation of a ternary LKB1-STRAD-CAB39/Mo025 complex.”®
In this model, a decrease in the calcium binding protein 39
(CAB39/Mo025) should result in a decrease of the LKB1 activity,
resulting in turn in a decrease of the AMPK activity.
Macrophages respond to silica nanoparticles by decreasing the
amount of CAB39/Mo25 (spot s1) and thus putatively decreas-
ing the activity of the AMPK pathway. It is also worth noting
that macrophages also respond to silica nanoparticles by a
strong decrease of adenosine kinase (adk, spot r9) whose
product is AMP, i.e. another activator of AMPK.

We thus tested if a pharmacological inhibition of AMPK
would alter cell survival after treatment with silica nano-
particles. The results, displayed in Fig. 5A, show that inhi-
bition of the AMPK pathway dramatically increases cell survi-
val upon treatment with silica.

The myd88 pathway is involved in the transduction of the
signals produced by activation of most Toll like receptors
(TLR).”® Consequently, a decrease in myd88, as we observed in
our proteomic screen (spot i3), should result in a lesser
efficiency of the TLR pathways and thus to decreased
responses when the TLR are stimulated. To test this hypo-
thesis, we used the classical lipopolysaccharide (LPS)-induced
NO production, linked to the stimulation of TLR4. The results
of these experiments, displayed in Fig. 5B, show a progressive
decline of the LPS-induced NO production when cells are
treated with silica nanoparticles. This effect was also observed
for the production of interleukin 6, while Tumor Necrosis
Factor alpha (TNF-alpha) did not show the same response
(Fig. 5C and D).

3.3.5. Effects on DNA. Among the proteins modulated in
response to silica nanoparticles, a few are associated with DNA
replication and DNA repair. We thus first checked if DNA
damage was observable in silica treated RAW264.7 cells. The
results, displayed in ESI Fig. 8, show that treatment of
RAW264.7 cells with 20 pg ml™" silica induces an increase in
DNA damage, as previously detected in other cell types® and/or
with larger silica particles.”® One of the modulated proteins is
the 2’-deoxynucleoside 5-phosphate N-hydrolase 1 (DNPH1,
spot d3), a protein cleaving off the base from deoxyribonucleo-
tides, independently from the nature of the base, although the
kinetics of the cleavage may differ from one nucleotide to
another.®*® 1In the context of nucleotide excision repair,
whose end products are nucleotides, the role of such an
enzyme is to remove the damaged bases from the nucleotides,
so that damaged nucleotides cannot re-enter the salvage
pathway and be re-incorporated into DNA.
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Fig. 3 Changes in the cell morphology and actin cytoskeleton. Three dimensional reconstructions of the F-actin cytoskeleton (visualized by phalloi-
din staining) are shown, allowing visualization of the surface ruffles of the cells. Top row: Control cells and cells treated for 24 hours with Ludox
TMA silica. Bottom row: Cells treated with fluorescent latex beads. Note the loss of surface spikes induced by silica but not by latex, showing that

the effect is not solely induced by the phagocytosis process per se.

Another enzyme that can be implicated, although indirectly,
in the control of DNA damage is lactoylglutathione lyase,®* as
it prevents glycation of nucleotides by destroying methyl-
glyoxal. As guanine glycation has been already observed with
zinc oxide nanoparticles,®® we first checked if the observed
decrease in the amount and activity of lactoylglutathione lyase
(spot h9) was correlated with an increased sensitivity to
methylglyoxal. The results, displayed in Fig. 6A and B, show no
significant difference in methylglyoxal sensitivity between
control cells and silica-treated cells.

If the hypothesis regarding the role of DNPH1 is correct, a
decrease in this protein may mean a decrease in detoxification
of damaged DNA and thus an increased sensitivity to DNA-
damaging agents detoxified via the nucleotide excision repair
(NER) pathway. To test this hypothesis, we examined the effect
of silica nanoparticles on the cellular sensitivity to styrene
oxide, a bulky nucleophilic agent inducing cell death and DNA

9652 | Nanoscale, 2017, 9, 9641-9658
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damage in other models. The results, displayed in Fig. 6C
and D, show that pre-treatment of macrophages with silica
nanoparticles induces an increased sensitivity to styrene oxide.
This cross-toxicity effect is not present on MPC11 cells, which
show a silica-induced increase in the cellular amount of
DNPH1 instead of the decrease observed in macrophages. To
obtain further insights into the alterations of the NER system
induced by silica nanoparticles, we investigated the changes in
the expression of some of the proteins of the system by RT-
qPCR. The results, displayed in Fig. 7, show a decrease in the
expression of some of these genes: Cockayne Syndrome
Protein A (CSA), Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA),
DNA repair protein XRCC1, and DNA excision repair protein
(ERCC1) upon macrophage treatment with silica nanoparticles
at the LD,, dose. Only two genes (CSA and XRCC) show a
modulated response in the MPC11 cell line and here again at
the LD,, dose.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017
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Fig. 4 Study of the phagocytic index and of the mitochondrial trans-
membrane potential. Panel A: Proportion of phagocytic cells (in the
viable cell population only) for control cells or cells treated for 24 hours
with 10 or 20 pg ml™ Ludox TMA silica. Panel B: Mean fluorescence of
phagocytic cells (in the viable cell population only) for control cells or
cells treated for 24 hours with 10 or 20 pg ml™* Ludox TMA silica. Panel
C: Proportion of Rhodamine 123-positive cells in the total population
(white bars) or in the viable cell population only (dotted bars) for control
cells or cells treated for 24 hours with 10 or 20 pyg ml™ Ludox TMA
silica. Panel D: Mean Rhodamine 123 fluorescence (in the viable cell
population only) for control cells or cells treated for 24 hours with 10 or
20 ug ml~* Ludox TMA silica. Symbols indicate the statistical significance
(Student’s t-test): *p < 0.05; p < 0.01.

4. Discussion

One of the major problems in the field of nanotoxicology is
the variability of the results presented in the scientific litera-
ture. The variability of the nanomaterials, even if they bear the
same chemical name, and their poor characterization have
often been blamed as the main cause of this observed varia-
bility. However, in many cases both the cell types and the
nanoparticles used change from one study to another, and it is
difficult to evaluate the influence of each factor on the final
variability. Even worse, some cell lines such as those used in
the present study can be cultured in two different media,
namely RPMI 1640 and DMEM. When comparing our results
with those obtained by Panas et al.” on the same cell line with
precipitated amorphous silica of very similar size (26 vs.
25 nm), we found a much higher cytotoxicity than they did.
However our cells are grown in RPMI 1640 while in their study
the cells were grown in DMEM, and it has been recently
demonstrated that such a medium change induces significant
changes in the cellular proteome and in the observed

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017
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Fig. 5 Validation of the effects on signaling pathways. Panel A: Dose
dependent survival curve for RAW264.7 cells treated for 24 hours with
various concentrations of Ludox TMA silica, with (dotted lines) or
without co-treatment with the PKA inhibitor H89 (10 uM). Panel B: NO
production of RAW264.7 cells treated with Ludox TMA nanoparticles
only (black bars) or treated with nanoparticles and 100 ng m(~ lipopoly-
saccharide (hatched bars). #Significant difference at p < 0.05 with the
Mann-Whitney U test but not the Student's t-test (p = 0.08). /p < 0.01
according to the Student's t-test. Panel C: IL6 production of RAW264.7
cells treated with Ludox TMA nanoparticles only (black bars) or treated
with nanoparticles and 100 ng ml™ lipopolysaccharide (hatched bars).
Symbols indicate the statistical significance (Student’s t-test): *p < 0.05;
p < 0.01; "p < 0.001. Note the different scales for IL6 production for
cells treated with silica alone (left scale) or with silica and LPS (right
scale). Panel D: TNF-alpha production of RAW264.7 cells treated with
Ludox TMA nanoparticles only (black bars) or treated with nanoparticles
and 100 ng ml~* lipopolysaccharide (hatched bars). Symbols indicate the
statistical significance (Student's t-test): *p < 0.05; 'p < 0.01; 7p < 0.001.

responses to nanoparticles.*® This may be linked to the
already-described dependence of silica toxicity on metabolic
activity,”” which may be different between the rich DMEM
medium and the relatively poorer RPMI 1640 medium.

This being stated, the increased sensitivity of macrophages
to amorphous silica, which has been established in several
studies, both for nanoparticles e.g. ref. 5-7 and microparti-
cles' is further confirmed in the present study.

In the case of amorphous silica, one factor that greatly
affects cytotoxicity is the presence of a protein corona, which
forms when silica is introduced into a protein-containing
medium such as culture media with bovine serum.®® It has
been shown that the presence of the corona decreases the tox-
icity of silica (e.g. in ref. 89 and 90). This means that in the
presence of proteins, the entity that is internalized is not a
bare silica particle, but a core-shell silica-protein particle,
which means in turn that in this case, adsorbed proteins are
introduced into the cell. It may be then questioned whether
such internalized proteins may affect cellular physiology.
Although such a hypothesis cannot strictly be ruled out, it
seems unlikely for two reasons. First the proteins adsorbed on
nanoparticles are often denatured,””°> which means that they
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Fig. 6 Validation of cross toxic effects. In these experiments the cells
were pre-treated with 0, 10 or 20 pg ml™* Ludox TMA nanoparticles for
6 hours, then the toxic agent was added for a further 18 hours. Cell via-
bility was assessed by dye exclusion after this total 24 hour treatment.
Panel A: Survival curve for RAW264.7 cells co treated with silica and
methylglyoxal (MG). Circles: Control cells (not treated with silica).
Squares: Cells treated with 10 pug ml™ silica. Triangles: Cells treated with
20 pg ml™ silica. Diamonds and dotted line: Cells treated with 20 ug
ml silica, with correction of the mortality induced by silica alone. No
statistically significant effect can be detected for cells treated with 10 pg
ml~? silica, and after correction of the mortality induced by silica alone,
a moderate but statistically significant effect (p < 0.05) can be detected
for cells treated with 20 ug ml~* silica only at 600 uM methylglyoxal.
Panel B: Same as panel A, but for MPC11 cells. No statistically significant
effect could be detected. Panel C: Survival curve for RAW264.7 cells co-
treated with silica and styrene oxide (StOx). Circles: Control cells (not
treated with silica). Squares: Cells treated with 10 pg ml™ silica.
Triangles: Cells treated with 20 ug ml™ silica. Diamonds and dotted line:
Cells treated with 20 ug ml™ silica, with correction of the mortality
induced by silica alone. Except for the 0 pM styrene oxide point, all
points are statistically different between the cells treated with 20 pg
ml™* silica (p < 0.01 for 100, 200, 300 uM styrene oxide, p < 0.05 for 500
and 750 pM styrene oxide) and cells treated with styrene oxide alone,
even after correction of the mortality induced by silica alone. For the
cells treated with 10 ug ml™ silica, all points except the 0 UM styrene
oxide point are statistically different from the control (p < 0.01). Panel D:
Same as panel C, but for MPC11 cells. No statistically significant effect
could be detected.

lose their functions. Second, silica nanoparticles are interna-
lized in lysosomes'* which are in an acidic environment where
massive protein degradation occurs. Consequently, a func-
tional effect of the corona inside the cells seems rather
unlikely.

As another example of the variability of the results pub-
lished in the literature, proteomic studies on the cellular
responses to silica nanoparticles have been published pre-
viously">** and have shown widely different results and even
results different from those presented in the present study.
However, the low number of common responses detected in
the present study between two different cell lines at equal
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Fig. 7 Expression analysis by RT-qPCR of genes involved in the nucleo-
tide excision repair (NER) pathway. The expression of six genes involved
in the NER pathway was monitored by RT-qPCR for RAW264.7 and
MPC11 cells treated with Ludox TMA silica nanoparticles. White bars:
Control cells. Hatched bars: Cells treated for 24 hours with 10 g ml™*
silica. Black bars: Cells treated for 24 hours with 20 pug ml™ silica.
Dotted bars: Cells treated for 24 hours with 100 pg ml™* silica. *p < 0.05
in the Student's t-test.

effect dose or at identical doses clearly demonstrates that cellu-
lar responses are widely different from one cell type to
another, and such cell type-specific effects are the main expla-
nation for the different responses reported using proteomic
studies.

There are however discrepancies that remain, even when
working with the same cell line in the same culture medium
and with similar nanoparticles. One example can be found in
the synergy between silica and LPS for NO production. In our
study we found a negative synergy (silica decreases the LPS-
induced NO production) while Di Cristo et al. found a positive
synergy.® Several factors can explain this discordance in the
results: (i) the duration of the LPS treatment (24 hours in our
case instead of 48 hours in the Di Cristo et al. study), (ii) the
concentration of silica used (10 pg em™ in the Di Cristo et al.
study instead of 4 pg em™2 in our case) and (iii) the fact that in
this precise case Di Cristo et al. used a suboptimal LPS concen-
tration (10 ng m1™") instead of the 100 ng ml™" concentration
that we used and also gave full NO production in the Di Cristo
et al. study. While the duration of the treatment may explain
the differences in the absolute NO concentration found
(20 mM in their case instead of 9.5 mM in our study), the
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opposite synergies found probably depend on the last two
factors. Indeed, a positive synergy will be impossible to
observe if the maximal stimulation is already reached. In
addition, the silica dose used in the Di Cristo et al. study is
fairly important and induces strong membrane permeability
(50% at 24 hours). As this parameter is the one tested by the
viability assay that we used (trypan blue exclusion), such a con-
dition corresponds to the LDs, in our system. Such an acti-
vation of the proinflammatory functions of macrophages at
toxic concentrations has already been described for silica
and for other nanoparticles,”* and may contribute to explain
the differences between the two sets of results on the silica-
LPS synergy.

In order to extend our observations on the TLR axis, we also
measured the release of the two inflammatory cytokines IL6
and TNF. While IL6 showed the same response as NO pro-
duction (weak induction by silica alone and strong reduction
by silica of the LPS-induced response) TNF did not show the
same response pattern. This discordance between the two cyto-
kine responses has been observed previously in the case of
copper oxide nanoparticles."®

One of the more interesting outcomes of the proteomic ana-
lysis lies in the proteins involved, directly or indirectly, in the
DNA repair pathway. Such proteins include PCNA, DNPH1 and
lactoylglutathione lyase. Regarding lactoylglutathione lyase, we
did not observe any cross toxicity between silica and methyl-
glyoxal, opposite to what was observed with zinc nano-
particles.® The decrease of PCNA and DNPH1 suggested
however a decrease in the efficiency of the NER pathway, which
resulted in a higher sensitivity to bulky DNA alkylating agents.
This sensitivity was however observed only on the sensitive cell
type (macrophage) and not on the less sensitive MPC11 cell
line. Such a cross sensitivity may be relevant for pulmonary
toxicity, as it could induce a decrease in the number of viable
lung macrophages if they are exposed both to silica nano-
particles and to DNA alkylating agents, such as those con-
tained in tobacco smoke or combustion particles at a larger
sense. A similar cross toxicity between insoluble nanoparticles
and DNA alkylating agents has been previously observed with
titanium dioxide.”® Genotoxicity has been previously described
for silica nanoparticles,>?” but has been observed only at
high, cytotoxic concentrations.

These cross toxic effects between nanoparticles and chemi-
cals have been described with metallic ions such as
cadmium®’ and lead,*® but our work and the one of Armand
et al. extend it to organic chemicals. The sequential treatment
used (nanoparticles first, then chemicals) is not in favor of a
direct trojan horse effect, i.e. an adsorption of the chemical on
the nanoparticles leading to a better penetration in the cells
and an intracellular release of the adsorbed chemical. It is
more in favor of a synergistic effect, i.e. an alteration of the cel-
lular physiology by the nanoparticle which renders the cell
more sensitive to the chemical of interest.

Such studies of cross effects are important in a safe by
design perspective. Primary determinants of cellular toxicity are
of course of crucial importance, and have been recently
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described for silica.>® They are however not sufficient, as the
real use of the products involves co-expositions that are difficult
to predict and may vary greatly, e.g. according to lifestyle. In
such a frame, wide-scope studies such as omics studies are able
to provide valuable insights, provided that they are fully inter-
preted down to the protein level and not only to the pathway
level, and provided that their predictions are tested.

Author contributions

BD and CAG performed the DLS, phagocytosis, NO and the
mitochondrial potential experiments. In addition BD per-
formed the F-actin staining. MC, FD and DB performed the
RT-qPCR and the comet experiments. HD and SC performed
and interpreted the mass spectrometry identification in the
proteomics experiments, and helped in drafting the
manuscript.

DF and GS performed and interpreted the TEM experiments
on the nanomaterial.

VCF and TR performed the 2D gel electrophoresis and
enzyme assay experiments. TR performed the cross-toxicity
experiments. In addition TR conceived and designed the
whole study and drafted the manuscript. MC and CAG helped
in designing the whole study and in drafting the manuscript,
and critically revised the manuscript. All authors critically read
and approved the manuscript.

Abbreviations

AMP Adenosine 5" monophosphate
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DIGE Differential in-gel electrophoresis

DMEM  Dulbecco modified Eagle’s medium

EDTA Ethylene diamine N,N,N',N'-tetraacetic acid

EGTA  Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-
tetraacetic acid

FBS Fetal bovine serum

LD, Lethal dose 20%
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reduced form
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RPMI Rockwell Park Memorial Institute

RT- Reverse transcriptase-quantitative polymerase chain

qPCR reaction

SDS Sodium dodecyl sulfate

TCEP  Tris(carboxyethyl) phosphine
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Supplementary Figure 1: Particle internalization assay
RAW?264.7 and MPCl11 cells were treated for 24 hours w1th 50y g/ml fluorescent latex particles. After cell
harvesting and washing, the cells were analyzed by flow cytometry. The data show the mean intensity of cell
fluorescence for a representative experiment.
Left column: control cells (untreated with particles)
Right column: particles-treated cells
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Supplementary Table 1

Determination of the internalization capacity of the RAW264.7 and MPC11 cell lines with latex
beads of 30 and 100 nm diameter. The values given in the table are the mean fluorescence
intensity (MFI) values observed for the cells after particle internalization for 24 hours.

30 nm fluor. latex beads

(ug/ml) RAW 2647 MPC11 MFTI ratio (RAW264MPC11)
o 493 = 0665 317=005 156
10 6476 =059 1118 =028 58
20 17327144 2842097 6.10
S0 40181 =1125 5732043 701
100 nm fluor. latex beads MFI ratio
(pg/ml) BAW 264.7 MPC 11 EAW264MPC11)
o 493 0665 317=005 156
10 102 = 154 675=01 1511
20 20873 =1522 11015 1897
S0 50324 x 426 2025 023 2485
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Supplementary Table 2. Primer sequences used for the RT-qPCR experiments

Forward Reverse
CSA AGGAAACAGTTTACAGTCAT ACATCCCATAATTTTACTCT
CS8 GGTTTCTCTGTATAGTCCAG TAACCATGTTTACAGATTCA
XPF CTCAGAGAACACATAAGGAT TGAACACATAAACAGCTAAC
PCNA AGAAAACAAACCTTTGAAG CAGTATTTGTAAAGCAGAAA
XRCC1 CTCTCTTCTTCAGTCGTATC ACTCAAGTCCAGTTTTCTC
ERCC1 CAGGAGGAAGTTTGTTATC CTATTAGACTTTGCTCCTGT

_IE_l“gctoric Supplementary Material (ESI) for Nanoscale.
S

Control Silica treated
Supplementary Figure 2: Proteomic analysis of total cell extracts by 2D electrophoresis

Total cell extracts of MPC11 cells were separated by two-dimensional gel electrophoresis. Experimental parameters identical to Figure 2
A: gel obtained from control cells.
B: gel obtained from cells treated for 24 hours with 100xg/ml Ludox TMA
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Supplementary Figure 4 : detail of the 2D gels (RAW264.7 cells) with highlighted spots part 2

159



RESULTATS

Electronic StpplementaryMend(ESI)Iberle
This joumnal is © The Royal Society of Chemistry 2017

blyra acidic(h3a) blvra acidie(h3a) blvra acidic(h3a)

hiveabasic(h3i) blvrabasic(h3b) blvra basic(h3b)

ctrl silica 10pug/ml  silica 20 g/ml

‘ blvrb
blvrb =
Qoo e hd)

Supplementary Figure 5 : detail of the 2D gels (RAW264.7 cells) with highlighted spots part 3

Electronic Supplementary Matenial (ESI) for Nanoscale.
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017

dnphl dnphl

(d3) \ (d3) \

dnphl

(d3) \

ctrl silica 10pg/ml  silica 20pg/ml

Supplementary Figure 6 : detail of the 2D gels (RAW?264.7 cells) with highlighted spols part 4

160



RESULTATS

Electronic Supplementary Material (ESI) for Nanoscale.
This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017

cab39(s1

( ctrl
3>

(1)

4
myd88 ; 10pg/ml
(I3)

cab39(s1]

myd88
(I3)

Supplementary Figure 7 : detail of the 2D gels (RAW264.7 cells)
with highlighted spots part 5

silica cab39(s1

161



RESULTATS

Electronic Supplementary Matenal (ESI) for Nanoscale.
This jounal is © The Royal Society of Chemistry 2017

s te |intensity

N -

|
CTL TMA

Supplementary Figure 8: Genotoxicity of Si02-NPs.

DNA strand breaks and/or alkali-labile sites were quantified using the
alkaline version of the comet assay. Cells were grown in 12-well plates,
exposed to particles (20u g/ml for 24 hours), then harvested and stored
at -80°C in 85.5 g/L sucrose, 11.76 g/L sodium citrate, 50 mL/I. DMSO,
pH 7.6. Cells were then embedded in 0.5% low melting point agar. Cells
were lysed by immersion in 2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris,
10 % DMSO, pH 10 overnight at 4°C, then the slides were rinsed in 0.4
M Tris-HC1 pH 7 4. Slides were then immersed in cold migration buffer
(NaOH 300 mM. EDTA 1mM) for 30 min to allow DNA to unwind.
Electrophoresis was performed at 25 V, 300 mA, for 30 min. After neu-
tralization by washing 3 times in 0.4 M Tris-HCI, pH 7 4, the cells were
stained with Gel Red (VWR). % tail intensity was scored on 50 nuclei,
using the Comet IV software (Perceptive instruments). prior to immer-
sion in lysis buffer. Experiments were repeated 3 times independently.
Results were normalized for % tail DNA in control (unexposed) cells,
and expressed as mean percentage + standard error calculated over the
three independent experiments. statistical significance was assessed
with both non-parametric one-way analysis of variance on ranks
approach (Kruskal-Wallis) and paired comparison Mann-Whitney U-
test, using Statistica 8.0 (Statsoft, Chicago, USA).

Statistical significance: TP<0.01
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4. Résultats supplémentaires obtenus via I’évaluation de la toxicité des NPs-

SiO, précipitées (Ludox LS30°®) et pyrogéniques (Fumed silica)

4.1. Caractérisation des NPs et détermination de la dose de travail

Les deux types de NP-SiO; (LS30 et fumée) ont été dans un premier temps caractérisés
a la fois par microscopie électronique a transmission (MET) et via la méthode de diffusion
dynamique de la lumiere (DLS). Ces deux méthodes complémentaires permettent d’évaluer la

forme des NPs et leur taille ainsi que leur dispersité de taille.
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Figure 45. Caractérisation des NP-Si0; (LS30 et fumée) sur une suspension a Img/mL. A-
Observation des différentes NP-SiOz en microscopie électronique a transmission. B-
Détermination de la taille des NP-SiO: en fonction du temps d’incubation et du milieu de
culture via diffusion dynamique de la lumiere. C- Diagramme présentant [’état de dispersité

des NP-SiO:> en eau et en milieu de culture avec sérum.

Les résultats en MET (Figure 45A) ont montré deux morphologies tres différentes entre

ces deux types de NP-SiO,. En effet, la LS30 possede des NPs plutét isolées, de forme

sphérique et dont la taille moyenne est de 16,7nm. La fumée de silice possede quant a elle

des NPs d’une quinzaine de nanométres rassemblées en agrégats et/ou en agglomérats dont

les tailles sont tres variables. Les résultats obtenus ont ensuite été confirmés par DLS (Figure
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45B). Le diamétre hydrodynamique moyen de la LS30 est de I'ordre d’une vingtaine de
nanometres lorsqu’elle se situe dans I’eau ou en milieu de culture et cela quel que soit le
temps d’incubation. En revanche, nous observons un fort phénomeéne d’agrégation en
présence de sérum. Ce phénomeéne s’amplifie lorsque I'incubation perdure pendant 24h a
37°C. Concernant la fumée de silice, le diamétre hydrodynamique moyen mesuré varie entre
150 et 278nm en fonction des différents milieux testés. Nous observons également une
amplification du phénomene d’agrégation lorsque la fumée de silice est incubée en présence
de sérum pendant 24h a 37°C. En régle générale, la LS30 semble considérée comme mono- ou
faiblement hétéro-disperse (dispersité comprise entre 17 et 23,6%) sauf dans le cas d’une
incubation de 24h a 37°C en présence de sérum ou les valeurs de la dispersité augmentent
(42,7%). La forte hétérodispersité s’explique certainement par la présence d’un phénomene
d’agrégation plus important. La fumée de silice est quant a elle considérée comme
excessivement hétérodisperse en présence de sérum et c’est pour cette raison que les
mesures obtenues ne sont plus chiffrables (Figure 45C).

De la méme maniere que pour les NP-SiO; (TMA) (Cf. article Nanoscale

), la DL20 a été estimée a |'aide de I'iodure de propidium (IP) et les résultats ainsi obtenus

sont résumés dans le tableau ci-dessous.
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Lignées cellulaires (RAW 264.7) Macrophages primaires
Aigu * LS30:20 pg/mL - LS30 : 150 pg/mL
DL20 * Fumée : 25 ug/mL « Fumée : 50 ug/mL
Chronique Entre 1 pg/mL et 2 pg/mL par jours
Calculé en fonction des limites
sur d’exposition autorisée = 5mg/m3
20jours pour une fraction alvéolaire (INRS)

Tableau 4. Récapitulatif des doses effectives en NP-Si0: (LS30 et fumée) utilisées en
fonction du type cellulaire testé et du mode d’exposition.

Les résultats (Tableau 4) montrent que la DL20 atteinte est similaire aux résultats

obtenus pour les NP-SiO; TMA. La LS30 induit 20% de mortalité a partir de 20ug/mL alors que

la fumée atteint une DL20 a partir de 25ug/mL. Nous avons en revanche observé des

différences de sensibilité trés importantes entre les lignées RAW 264.7 et les macrophages

primaires qui semblent moins sensibles aux NP-SiO,. Les macrophages primaires sont plus

résistants que les lignées cellulaires et n’atteignent une DL20 qu’a partir de 150ug/mL pour la

LS30 et de 50ug/mL pour la fumée de silice. Celle-ci semble donc étre plus toxique pour les

macrophages primaires que la LS30.
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4.2. Evaluation de l'effet des NP-SiO2 (Ludox LS30® et fumée) sur les

macrophages RAW 264.7

4.2.1. Evaluation de la capacité phagocytaire en fonction des différents modes
d’exposition aux NP-SiO,

Distinction des population phagocytaire Détermination de I'activité phagocytaire

et non phagocytaires (%) des cellules positives
W Controle sans NP-SiO, 120 m Contréle sans NP-SiO,
O NP-Si0, LS30 - O NP-Si0, LS30
—— i ‘} o O NP-SiO, Fumée —~100 ] T I O NP-Si0, Fumée

MFI (cellules fluo
D
o

Aigu Chronique 20J Récupération 4J Aigu Chronique 20J Récupération 4J

Figure 46. Tests de capacité phagocytaire en fonction des différents modes d’exposition
(aigué, chronique et récupération) A- pourcentage de cellules encore phagocytaires apres
avoir été exposées 24h avec des NP-SiO: (LS30 et fumée). B- Focalisation sur la population

phagocytaire et estimation de leur capacité a accumuler les billes fluorescentes (latex 1um).

Les résultats du test de phagocytose présentent une diminution importante du
pourcentage de cellules phagocytaires lorsque les cellules RAW 264.7 sont mises en contact
avec des NP-SiO; (LS30) ou des NP-SiO; (fumée). Le pourcentage de cellules phagocytaires
chute a respectivement 70 % et 78 % (Figure 46A). De plus, lorsque nous nous focalisons sur
les cellules phagocytaires, ces derniéres accumulent moins de billes fluorescentes par rapport
au controle sans NPs. Nous observons une diminution de 30% de |'activité phagocytaire pour
la LS30 alors que pour la fumée, la diminution est de I'ordre de 20% (Figure 46B). En revanche,
lors des conditions chronique et de récupération, aucun effet sur la phagocytose n’a été
identifié (Figures 46A et 46B). L’ensemble des résultats suggére que les NP-SiO, précipitées ou

pyrogéniques affectent la capacité phagocytaire des macrophages de maniére quasi-similaire
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lorsqu’ils y sont exposés a des concentrations subtoxiques (DL20). Néanmoins, lorsque les
macrophages n’y sont plus exposeés, ils retrouvent rapidement leur capacité phagocytaire.
Enfin, I'accumulation progressive de NP-SiO; sur 20 jours n'impacte aucunement sur cette
fonctionnalité.

L’étape de phagocytose faisant intervenir le cytosquelette d’actine, nous avons cherché
a savoir si lors d’une exposition aigué, les NP-SiO, (LS30 et fumée) induisaient ou non des
modifications dans la conformation du cytosquelette d’actine grace au marquage a la
phalloidine. En présence ou en absence de NP-SiO;, les macrophages ainsi marqués ont
ensuite été observés en microscopie confocale afin d’observer leur morphologie. Plusieurs
controles ont été effectués, notamment avec des billes de latex de différentes tailles imitant
soit les phénomeénes d’agrégations observés lors des mesures au DLS (billes de latex de 1um
et de 200nm de diameétre), soit les NPs isolées (billes de latex de 30nm de diametre). Des NPs
de silice fluorescentes de 30 nm de diamétre ont également été utilisées afin de confirmer le

lien entre l'internalisation des NPs et |’effet sur le cytosquelette.
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Latex (1um)
Controle
sans NPs
Latex (200nm)

Ludox LS 30
20 pg/mL

Latex (30nm)

Silice-Fumée §
25pug/mL

Silice fluo (30nm)

10 yg/mL 12,5 pg/mL

Figure 47. Visualisation du cytosquelette d’actine via la phalloidine-atto 550. Les cellules
RAW 264.7 sont mises en contact 24h avec plusieurs types de particules (NP-SiO: et billes de
latex de différentes tailles).

Les résultats obtenus (Figure 47) montrent une diminution globale des prolongements
cytoplasmiques (piques) lorsque les macrophages sont en contact avec les NP-SiO; précipitées
(LS30) ou pyrogéniques (fumées de silice). Les changements de conformation des filaments
d’actine sont observés uniquement en présence de NP-SiO; et ne sont pas simplement
provoqués par le phénomene d’internalisation de particules. En effet, nous n’observons pas
de différences entre les cellules controéles (sans NPs) et les cellules incubées avec une dose
équivalente de billes de latex. Du fait de la densité deux fois inférieure du latex par rapport a
la silice, la quantité de billes de latex est donc deux fois plus élevée pour une méme

concentration donnée. C'est pour cette raison que nous avons divisé par deux les
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concentrations en billes de latex (10pg/mL et 12,5ug/mL) par rapport aux NP-SiO; (20pg/mL

et 25pug/mL).

4.2.2. Evaluation de la réponse inflammatoire suite aux différents modes
d’exposition aux NP-SiO,

De la méme maniere que pour les NP-SiO, (TMA), nous avons cherché a démontrer
I’effet intrinseque des NP-SiO; (LS30 et fumée) sur les mécanismes inflammatoires mis en
place par les macrophages. Pour cela, nous avons dosé la sécrétion de médiateurs
inflammatoires (NO et certaines cytokines pro-inflammatoires telles que I'll-6 et le TNF-a)
dans les différentes conditions d’exposition (aigué, chronique et récupération). Nous avons
ensuite évalué I’effet des NP-SiO; (LS30 et fumée) sur la capacité des macrophages a répondre

a des stimuli bactériens tels que le LPS.
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Figure 48. Dosage de médiateurs pro-inflammatoires en fonction des différents modes
d’exposition aux NP-Si0:. A- Dosage de la sécrétion de NO via le réactif de Griess. B-
Dosage de I’[L-6 par cytométrie en flux. C- Dosage des TNF-o par cytométrie en flux.
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Les résultats ainsi obtenus en exposition aigué ont dans un premier temps révélé un
effet intrinseque légérement pro-inflammatoire pour les deux types de silice. En I’absence de
LPS, la LS30 ne semble pas augmenter la production de NO mais accroit légérement la
sécrétion de TNF-a qui devient alors quatre fois supérieure par rapport au contrdle (6,8%
contre 1,6% en I'absence de NPs) (Figure 48C - histogrammes rouges). La fumée de silice
semble en revanche avoir un effet plus important que la LS30 car nous observons une légére
augmentation de la sécrétion de NO (4,5% contre 2,6% en I'absence de NPs) ainsi qu’une
quantité plus importante de TNF-a (8,5 fois supérieure au controle) (Figures 48A et 48C -
histogrammes rouges). Cette augmentation semble perdurer plusieurs jours aprés une
exposition aux NPs. En effet, la concentration de TNF-a mesurée reste encore 2,3 fois
supérieure au controle) (Figure 48C - histogrammes verts).

En présence de LPS, la LS30 et la fumée de silice induisent toutes les deux une baisse de
25% de la production de NO ainsi qu’une diminution brutale de la sécrétion d’IL-6 avec une
diminution plus prononcée pour la fumée de silice (réduction de 55% pour la LS30 contre une
baisse de 80% pour la fumée de silice) (Figure 48B). La sécrétion de TNF-a reste quant a elle
inchangée par rapport au controle sans NPs (Figure 48C). Lors des expositions chroniques,
nous n’observons pas d’effet sur la sécrétion de NO (Figure A). En revanche, en présence de
LPS, une diminution modérée de la quantité d’'IL-6 est observée par rapport au contréle sans
NPs avec également un effet plus visible pour la fumée de silice (diminution de 11% pour la
LS30 contre 24% pour la fumée de silice) (Figure 48B).

Probablement de la méme maniére que pour les NP-SiO; (TMA), I'ensemble de ces
résultats révele qu’en concentration subtoxique, la présence de NP-SiO; (LS30 et fumée)
diminue la réactivité des macrophages au LPS. Dans le cas de la silice pyrogénique, nous

observons un effet intrinseque pro-inflammatoire non négligeable et persistant. En fonction
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de I'ensemble des résultats obtenus, nous pouvons conclure que les différents types de NP-
SiO, rencontrés provoquent des désordres inflammatoires relativement similaires sur les
macrophages avec des effets plus ou moins prononcés et durables dans le temps. Les NP-SiO>
risquent de diminuer la sensibilité des macrophages a répondre aux infections bactériennes.

Ce qui suggere que les travailleurs exposés aux NP-SiO; sont plus

vulnérables aux maladies infectieuses pulmonaires.

4.2.3. Effet des NP-SiO; (LS30 et fumée) sur les compartiments acides

La silice cristalline étant connue pour induire une déstabilisation des membranes
lysosomales aboutissant, dans un premier temps a une fuite du contenu acide et enzymatique
dans le reste de la cellule et, dans un second temps a la mort cellulaire, notamment par
I’activation des caspases. Nous avons donc cherché a savoir si ce
phénomeéne était inhérent a la silice sous forme cristalline ou si cet effet était également
présent dans le cas d’ expositions aux silices amorphes. L'acridine orange (AO) a déja été
largement utilisée pour évaluer la stabilité des compartiments acides de la cellule. En effet,
I’AO est connue pour changer de longueur d’onde de fluorescence en fonction du pH. Elle vire

au rouge a pH acide alors qu’a pH neutre, elle devient verte.
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Figure 49. Estimation du pH des compartiments cellulaires acides par cytométrie en flux
(marquage via ’acridine orange 1uM). A- Expérience n°l : comparaison de [’effet des NP-
SiO; sur les compartiments acides avec des controles tels que la bafilomycine (inhibiteur des
pompes H" empéchant I’AO d’entrer dans les lysosomes) et des billes de latex de différentes

tailles). B- Expérience n°2 : focalisation sur [’effet des NP-SiO.

En lien avec des articles précédemment publiés, (Averette et al., 2009; Zdolsek et al.,
1990) nous avions imaginé qu’une perturbation des membranes lysosomales par les NP-SiO;
induirait une fuite du contenu acide présent dans les lysosomes et par conséquent une
diminution de leur acidité ainsi qu’une libération de I’AO dans le cytoplasme. Cela aurait pu
se manifester par une baisse de l'intensité rouge. Les résultats obtenus avec 'AO ont au
contraire montré une augmentation globale de |'acidité lorsque les macrophages sont en
présence de NP-SiO,. Ces tests ont été effectués plusieurs fois et ont toujours révélé une
acidité plus élevée en présence de NP-SiO; avec, en revanche des variations trés importantes
selon les expérimentations. En effet, I'acidité y est parfois augmentée de 1,5 fois par rapport
au contréle (Figure 49A) alors gqu’elle peut aussi étre multipliée par 3,5 ou 4 selon les
expérimentations (Figure 49B). L’augmentation de I’acidité peut donner lieu a plusieurs
interprétations : soit les NP-SiO, induisent une sur-activation des pompes a protons et
favorisent I'accumulation des ions H* dans les lysosomes, soit la destruction des lysosomes
médiée par les NP-SiO; active des mécanismes d’autophagie. L'augmentation de l'acidité

serait par conséquent causée par une accumulation d’autophagosomes de grande taille dans
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le cytoplasme. (Chen et al., 2015) Comme suggéré par certains travaux, (Petersen et al., 2014)
ces résultats devront étre vérifiés par microscopie a fluorescence en utilisant également un

marquage a I’A0.

4.3. Evaluation des effets des NP-SiO, sur la fonctionnalité des macrophages
primaires
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Figure 50. Réponse des macrophages primaires lors d’expositions subtoxiques (DL20) a
des NP-Si0; (LS30 et fumée). A- Evaluation de la capacité phagocytaire (diagramme du
haut = pourcentage de cellules capables d’assurer les fonctions de phagocytose ; diagramme
du bas = capacité phagocytaire des cellules compétentes). B- Evaluation de la réponse
inflammatoire en fonction de la DL20 choisie (150ug/mL pour la LS30 et 50ug/mL pour la
fumée). Diagramme du haut = dosage des NO ; diagramme du bas = dosage des cytokines
pro- et anti-inflammatoires avec et sans stimulation au LPS.

Comme avec les lignées cellulaires RAW 264.7, lorsque les macrophages primaires sont

exposés aux DL20 des NP-SiO, testées, nous observons une diminution du pourcentage de

175



RESULTATS

cellules phagocytaires. A 50ug/mL de fumée de silice, la DL20 est atteinte et seulement 63%
des cellules sont capables de phagocyter les billes de latex fluorescentes par rapport au
contr6le sans NPs. Nous remarquons cependant que la mortalité cellulaire n’augmente pas
lorsque les cellules sont en contact avec une plus forte concentration en fumée de silice. En
revanche, bien que le pourcentage de mortalité n"augmente pas, le pourcentage de cellules
phagocytaires chute a 20%. Concernant la LS30, cette derniéere n’atteint une DL20 qu’a partir
de 150ug/mL et induit également une chute brutale du pourcentage de cellules phagocytaires
(22%). De plus, lorsque nous nous focalisons sur la population de cellules phagocytaires
restantes, nous observons une augmentation de la moyenne de fluorescence qui traduit une
internalisation plus importantes des billes fluorescentes. Cela suggere un phénomene
compensatoire au cours duquel les cellules les moins réceptives aux effets des NP-SiO;
semblent augmenter leur activité phagocytaire (Figure 50A).

Enfin, aux DL20 respectives, la LS30 et la fumée de silice induisent une dérégulation des
macrophages primaires en réponse au LPS. En effet, dans les deux cas, la production de NO
diminue de 30% par rapport au controle et la sécrétion d’IL-6 baisse respectivement de 50%
et 43%. Nous avons également remarqué que la sécrétion de TNF-a augmente, de méme que
les cytokines anti-inflammatoires IL-10. La sécrétion des cytokines pro-inflammatoires MCP-1
reste quant a elle inchangée.

Les résultats obtenus sur les macrophages primaires sont donc complexes a élucider et
nécessiteront sans aucun doute de réitérer et de poursuivre les investigations afin de mieux
comprendre les dérégulations observées. Nous pouvons néanmoins conclure qu’il existe des
similitudes avec les effets observés sur les lignées cellulaires RAW 264.7 puisque lors d’'une
exposition a des doses subtoxiques en NP-SiO,, les mécanismes de phagocytose et la capacité

des macrophages primaires a répondre a des stimuli bactériens (tels que le LPS) sont altérés.
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5. Conclusion

Les travaux menés sur les trois types de NP-SiO, amorphes (dont deux sous forme
précipitée (TMA, LS30) et une sous forme pyrogénique (fumée de silice)) permettent de
valider les inquiétudes concernant leur toxicité ainsi que l'importance de la présence de
normes d’exposition les concernant. En effet, bien que les effets soient modérés lors
d’expositions chroniques (conformément aux normes actuelles) par rapport aux expositions
aigués, il apparait un effet immunosuppresseur non négligeable lors que les macrophages sont
exposés a la fois au LPS et aux NP-SiO,. Cet effet est par ailleurs plus important dans le cas
d’expositions aux silices pyrogéniques. Bien que les NP-SiO; risquent de limiter la capacité des
macrophages a éliminer une infection bactériennes (diminution de I’activité phagocytaire et
de la capacité inflammatoire (via I'lL-6)), elles induisent également un effet inflammatoire
intrinseque qui persiste dans le cas de la silice pyrogénique. Cette persistance rappelle, dans
une moindre mesure, les effets de la silice cristalline.

L’état actuel des connaissances ne permet cependant pas de conclure si la silice
pyrogénique est « plus toxique » que la silice précipitée. En effet, les DL20 testées varient
d’une silice a l'autre et selon le type cellulaire utilisé (lignée cellulaire RAW 264.7 et
macrophages primaires). Dans le cas des RAW 264.7, La DL20 est atteinte plus rapidement
avec la LS30 (20pg/mL) qu’avec la fumée de silice (25ug/mL). En revanche, celle-ci induit des
effets plus importants sur la fonctionnalité des macrophages alors que les études menées sur
les macrophages primaires montrent un phénomene inverse. Enfin, les différentes études
ciblées ont permis de détailler certains mécanismes enrdlés dans la toxicité des NP-SiO;
(Figure 51). Les modifications du cytosquelette d’actine justifient les perturbations de |'activité

phagocytaire. Les NP-SiO; induisent également une perturbation des lysosomes dont les
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répercussions doivent encore étre élucidées. L’activité mitochondriale des macrophages
semble quant a elle maintenue notamment par des mécanismes de compensation. Enfin, Les
NP-SiO, augmentent la sensibilité des macrophages a d’autres molécules toxiques telles que
les styrenes. Au laboratoire, plusieurs projets de toxicité croisée sont en prévision, nous
souhaitons en particulier tester I'effet des NP-SiO, avec les fumées de cigarette mais aussi
avec différentes espéces bactériennes puisque I’environnement pulmonaire n’est pas un

environnement stérile.

<4—— Only NP-SiO: (TMA) tested
<4—— Only NP-SiO: (LS30 and Fumed) tested

CYTOPLASMIC ELONGATIONS

O <«—— Three NP-SiO: (TMA, LS30 and Fumed) tested
. O npsio. o O o
Cytoskeleton damages %
\ Cytoplasmic elongations O
\ Phagocytosis capaclty ‘
Lysosome dlsorders
’ AC|d|ty NP-SIOz \ NO secretion
’ Autopha s ‘7 ) \ Proinflammatory
2 cytokines (IL-6)
Inflamation ability
to DNA-damaging agents \Response to bacterial stimuli HTNFa secretion
7 Slight intrinsic inflammatory effec ’/ (Bersistent for

Cell survival

’ Triggering of survival mechanisms
MACROPHAGE

Figure 51. Schéma récapitulatif des principaux résultats obtenus lors de ’étude de [’effet
des NP-Si0; (TMA, LS30, fumée de silice) sur les macrophages.
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Projet 2 : Evaluation de I'effet de I’accumulation de nanoparticules

d’oxyde de fer sur les macrophages et de |'efficacité d’une stratégie

antitumorale via la vectorisation de ces particules par les

macrophages

1. Présentation du projet

Ce projet a pour objectif d’évaluer I'effet des NP-Fe,03 sur les macrophages au moyen
de tests fonctionnels, cela afin d’évaluer en amont le bien-fondé d’une stratégie
thérapeutique contre les tumeurs solides telles que les glioblastomes. La stratégie élaborée
fait intervenir des NP-Fe;0s; photoactivables par rayonnement X qui pourront servir a
améliorer |'efficacité des radiothérapies actuelles. Ces nanoparticules ont besoin d’'un
« véhicule » pour pouvoir s’accumuler spécifiguement au niveau de la zone tumorale. Les
monocytes/macrophages sont des types cellulaires de I'immunité adaptative capables de
phagocyter les NP-Fe,0s et ils serviront a vectoriser les NP-Fe,03 au sein de la tumeur.

Malgré de considérables progrés dans le traitement des cancers, les patients atteints
de tumeurs solides ont encore un taux de mortalité élevé, notamment a cause de |'existence
de cellules souches cancéreuses (CSCs). Depuis peu, ces derniéres se sont vues attribuer un
role majeur dans le degré d’agressivité du cancer, la possibilité de rechute et le
développement de métastases. De plus, les CSCs sont peu sensibles aux chimio- et aux
radiothérapies.

Dans le cas particulier des patients atteints de tumeurs cérébrales de type gliome dont
I’espérance de vie est estimée a 12 mois en moyenne, d’autres contraintes s’ajoutent pour
traiter efficacement le patient. D’une part, la barriére hémato-encéphalique (BHE) empéche

le passage des molécules anti-cancéreuses vers le gliome et d’autre part, la
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radiothérapie s’avére étre une méthode peu efficace car elle nécessite des séances répétées
de rayonnements (gamma ou X) a forte énergie, ce qui détruit les tissus sains avoisinants.

Cette méthode est donc trop invasive pour traiter un organe aussi complexe que le cerveau.

Dans notre stratégie thérapeutique contre les gliomes (applicable sur d’autres types
de tumeurs solides), nous proposons d’utiliser des éléments chimiques avec un haut numéro
atomigue nommés « high Z element» (HZE). Ceux-ci sont photoactivables via des
rayonnements X de faible intensité. La faible irradiation est suffisante pour exciter les HZE qui
émettent a leur tour des photoélectrons de haute énergie, toxiques pour la tumeur et de
maniére tres localisée, épargnant ainsi les tissus sains avoisinants . Dans
cette stratégie, nous avons choisi d’utiliser des nanoparticules d’oxyde de fer (Fe;03) qui ont
I’avantage d’étre peu colteuses, facilement métabolisables par les cellules et
non toxiques lorsqu’elles ne sont pas photoactivées. Dans le but de limiter tout effet
secondaire indésirable sur I’'organisme via ce métal, nous avons choisi de privilégier des NP-
Fe,03 déja commercialisées dans le milieu médical tel que le Ferinject®. Dans un souci de ne
pas se restreindre a un seul type de NP-Fe;03, nous avons également testé des NP-Fe,0s

commercialisées par Sigma-Aldrich.

Enfin, afin d’éviter la dispersion dans I'organisme des nanoparticules (ce qui réduirait
notre effet thérapeutique) et de véhiculer spécifiguement les NP-Fe;Os au niveau de la
tumeur, elles seront vectorisées par les macrophages du patient lui-méme (préalablement
isolés a partir des monocytes sanguins, cultivés et différenciés en culture cellulaire). En effet,
les macrophages sont des cellules immunitaires dont les deux roles principaux sont : 1) de

phagocyter les éléments particulaires étrangers a I'organisme et 2) de se diriger vers les zones
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inflammatoires telles que les infections, les blessures et les tumeurs afin d’engager une
réponse immunitaire. Les tumeurs étant fortement inflammatoires, les macrophages
migreront facilement au niveau du site tumoral afin d’apporter les éléments photoactivables
nécessaires a notre stratégie thérapeutique peu invasive. Dans le cas des gliomes, les
macrophages étant capables de traverser la barriere hémato-encéphalique (\Wu et al., 2006),

I"utilisation de macrophages comme vecteurs de NP-Fe;Os s’avere étre une stratégie

intéressante (Figure 52).

BRAIN

Glioma—,

Macrophage:

A Trojan horse strategy

R f patient’ Isolation of ; Incubation of .
ecoverg/| () dpa ient’s e Monocyte /lMacrophage Collswith Teatmest
o0 cells i culture NP-Fe,O,

Inflammation

@ A first wave of radiations
(MRT methods) induce a
local inflammation to
increase monocytes
recruitment in tumor

i Monocyte / Macrophage

® Injection of monocytes in
. blood circulation

Second wave of radiations
with low energy X-Rays in
@order to stimulate NP-
Fe2O; able to liberate
photoelectrons

Figure 52. Vectorisation des NP-Fe;Os vers la tumeur via les macrophages.

2. Déroulement du projet

Ce projet s’est déroulé en collaboration avec une équipe de [I'Institut des

Neurosciences de Grenoble (GIN) basée a I'European Synchrotron Radiation Facility (ESRF) en
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charge de la partie thérapeutique et avec la plateforme Optimal basée a I'Institut pour
I’Avancée des Biosciences (IAB) avec qui nous avons pu évaluer le tropisme des macrophages

réinjectés dans la circulation sanguine vers la tumeur.

Dans le cadre de ce projet, mon travail s’est articulé en trois étapes :

a. Choisir et caractériser les NP-Fe;0s utilisables dans la stratégie thérapeutique mise
en place.

Le choix des NP-Fe;03 s’est fait en fonction de la facilité d’accés au produit (Sigma
Aldrich) ou de I’existence d’une autorisation de mise sur le marché (AMM) dans le secteur
hospitalier (Ferinject®). Le Ferinject® étant une solution nanoparticulaire d’oxyde de fer déja
largement utilisée dans le traitement contre I'anémie a de fortes doses (injection en
intravasculaire a une concentration de 50 mg/mL), nous
avons choisi de le tester dans notre stratégie thérapeutique contre les gliomes. La
caractérisation des nanoparticules a été effectuée suivant plusieurs méthodes disponibles au
CEA de Grenoble. La premiére méthode retenue a été la diffusion dynamique de la lumiére
(DLS) afin de mesurer la taille hydrodynamique des NP-Fe;0s et de connaitre leur pourcentage
de dispersité en solution aqueuse. Cette méthode d’analyse a ensuite été confirmée et
complétée par microscopie électronique a transmission afin de connaitre la forme, la taille

réelle des NP-Fe,0s3 choisies ainsi que la présence d’agrégats.
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b. Déterminer I'impact des nanoparticules choisies sur les macrophages afin de ne pas
induire d’autres pathologies et de disposer de macrophages fonctionnels pour la
mise en ceuvre du protocole (tests de viabilité cellulaire, de capacité phagocytaire,
de la réponse des macrophages a des stimuli inflammatoires etc.).

Evaluer le pourcentage de viabilité permet de connaitre la dose maximale de NP-Fe,03

a utiliser induisant une mortalité cellulaire inférieure ou égale a 20% (DL20). Choisir la DL20
comme dose de travail permet d’une part, de limiter le nombre de cellules mortes (la DL20
est un bon compromis entre la quantité de fer internalisée et le nombre de cellules vivantes
susceptibles de vectoriser les NP-Fe;03 au sein de la tumeur) et d’autre part, d’évaluer I'effet
des NPs sur la fonctionnalité des macrophages sans que nos résultats soient faussés par une
mortalité cellulaire trop élevée. Dans notre stratégie thérapeutique, ce sont des macrophages
primaires qui seront utilisés. C’'est pourquoi nous avons décidé de déterminer la dose de
travail sur ces derniers. Nous avons également effectué des tests de viabilité sur la lignée
cellulaire de macrophages J774 afin de s’assurer que la dose de travail choisie n’induit pas
davantage de mortalité cellulaire par rapport aux macrophages primaires. La lignée cellulaire
1774 étant plus simple d’utilisation, elle a permis d’effectuer les différents tests fonctionnels
pour comparer les effets des deux types de NP-Fe,Os. Apres cette étape, le Ferinject® a été
choisi pour notre stratégie thérapeutique et nous avons donc poursuivi les tests fonctionnels
sur les macrophages primaires avec le Ferinject® seulement. Dans ce projet, nous avons évalué
la présence de |'élément fer a I'intérieur des macrophages via des dosages colorimétriques
, puis nous avons confirmé la présence de NP-Fe;O3 par microscopie

électronique TEM et microscopie EDX. Enfin, les tests fonctionnels ont permis de vérifier si
I'internalisation de NP-Fe;Os3 induit ou non des dommages sur le cytosquelette des
macrophages (tests de phagocytose et observations au microscope confocal des filaments

d’actine) influencant ainsi la capacité motrice des macrophages. La capacité sensitive des
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macrophages vis-a-vis de stimuli inflammatoires a également été vérifiée notamment en
évaluant les réponses a des stimuli bactériens (LPS) par dosage de la sécrétion d’oxyde nitrique

et de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, MCP-1 et TNF).

¢. Evaluer le tropisme des macrophages vers une zone inflammatoire
ou tumorale par imagerie du petit animal (expérimentation menée en collaboration
avec la plateforme Optimal).

A partir d’'une préparation de macrophages primaires, les macrophages ont été rendus
fluorescents grace a une étape de phagocytose de fluosphéres (ThermoFisher F8807). Les
fluospheres utilisées émettent un signal dans le rouge lointain détectable par les outils
d’imagerie du petit animal de la plateforme Optimal. Avant de débuter notre expérience,
plusieurs étapes préliminaires ont été effectuées dans |'objectif de s’assurer que la
concentration choisie en fluospheres émet une intensité de fluorescence suffisante pour
suivre les macrophages en imagerie du petit animal. Il a également fallu s’assurer que les
fluospheéres utilisées ne soient pas toxiques pour les macrophages primaires (test de viabilité
et fonctionnels). L'imagerie du petit animal permet de s’assurer que les macrophages
primaires réinjectés dans la circulation sanguine sont capables de migrer vers la zone d’intérét.
Cette zone est soit une inflammation induite par injection de LPS en intradermique, soit une
tumeur greffée en sous-cutané. L'expérience s’effectue sur trois groupes de souris (souris
controle, souris avec inflammation au LPS, souris avec tumeurs solides). Pour chacun des trois
groupes de souris, nous injectons a la moitié du groupe des macrophages chargés en
fluosphéres et a I'autre moitié, nous injectons des macrophages chargés en fluospheres +
Ferinject® (Figure53). Les macrophages chargés uniqguement en fluospheres servent de preuve

de concept sur l'intérét d’utiliser des macrophages pour traiter des tumeurs solides. Les
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macrophages a la fois chargés en Ferinject® et en fluospheres servent a vérifier que les NP-
Fe203 ne modifient pas la capacité des macrophages a migrer vers le site inflammatoire et

tumoral par comparaison avec les macrophages uniquement chargés en fluospheres.

Les études in vivo ont débuté dans un premier temps par l'induction d’une
inflammation localisée qui est I’expérimentation la plus simple a effectuer. Cette étape a
permis de s’assurer de la possibilité de tropisme des macrophages injectés vers une zone
inflammatoire. Puis dans un second temps, nous avons poursuivi notre étude sur les souris
avec tumeurs implantées afin de valider notre stratégie de cheval de Troie en utilisant les
macrophages. Par souci de clarté, seuls les résultats de la deuxieme expérimentation seront
présentés dans le corps de cette thése. La premiére expérimentation est quant a elle

présentée en annexe 1.
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Figure 53. Stratégie mise en place pour observer le tropisme des macrophages vers les
zones inflammatoires induites ou vers les zones tumorales.

3. Résumé des résultats obtenus et article en cours de soumission

3.1. Caractérisation des NP-Fe,0; choisies

L’ensemble des résultats concernant la caractérisation des NP-Fe;O3 obtenus au moyen
des méthodes de microscopie électronique a transmission (TEM) et de diffusion dynamique
de la lumiére a déja permis de confirmer les variations de forme et de taille. Ces résultats ont

également révélé des différences de comportement entre les deux types de NP-Fe;0s. En
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effet, contrairement au Ferinject®, les NP-Fe,03 (Sigma) sont de plus grande taille (entre 70 et
80nm environ contre une vingtaine de nanometres pour le Ferinject®) et ont tendance a
former des agrégats de I'ordre du micromeétre lorsqu’elles sont en contact avec le milieu de
culture, et ce méme apres enrobage au carboxymaltose. Le carboxymaltose est une molécule
qui entre également dans la confection du Ferinject®. (Mohan et al., 2012) (Figure 54 et

tableau 5).

Ferinject Fe,0; (Sigma)

Medium: H,0

Medium: DMEM

Figure 54. Caractérisation des deux types de NP-Fe;03 choisies par microscopie
électronique a transmission (TEM). Barre d’échelle = 50 nm.

Ferinject® Fe,0; (sigma)
Milieu de H20 DMEM H20 DMEM
culture
Temps oh 24h oh 24h oh 24h oh 24h
d’incubation
taille(nm) | 23,4 | 22,4 | 243 219 | 734 79,6 1258 1120
D'S':;’)s'té 88 | 11,7 | 85 122 | 224 22,6 Multimodal | Multimodal

Tableau 5. Caractérisation des deux types de NP-Fe:0;3 via la diffusion dynamique de la
lumiere (DLS).
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3.2. Evaluation de la dose de travail

Les tests de viabilité cellulaire ont ensuite permis de choisir la concentration 1Img/mL en
NP-Fe;03 comme dose de travail (Figures 55A et 55B). Il s’agit de la DL20 sur les macrophages

primaires et cette dose n’induit pas plus de mortalité cellulaire sur les lignées cellulaires 1774

(Figure 55C).
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Figure 55. Test de viabilité via coloration au iodure de propidium (IP). A- Détermination de
la dose de travail en Ferinject® sur les macrophages primaires. B- Détermination de la dose
de travail en NP-Fe;Os (Sigma) sur les macrophages primaires. C- Test de viabilité sur les
lignées cellulaires de macrophages J774 en fonction de la dose de travail choisie (1mg/mL)

pour chaque type de NP-Fe>Os.

3.3. Evaluation de ’accumulation du fer a I’intérieur des macrophages 1774 et

tests fonctionnels

L’accumulation d’une grande quantité de fer a l'intérieur des cellules a été confirmée

pour les deux types de NP-Fe,;Os (Sigma et Ferinject®) via la coloration de Perls (Figure 56A) et
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les dosages quantitatifs a la bathophénanthroline (Figure 56B). Le dosage du fer, a révélé une
accumulation plus importante de fer a I'intérieur des macrophages 1774 lorsque ils sont en
contact 24h avec les NP-Fe;0s (Sigma) par rapport au Ferinject® (73,5pg/mL contre 7,6pg/mL
avec le Ferinject®). En revanche, Dans le cas des NP-Fe, 03, Il est parfois difficile de séparer les
cellules des agrégats de NPs présents dans le milieu méme aprés plusieurs ringages. C'est
pourquoi nous avons cherché a confirmer ces résultats par d’autres moyens tels que la

microscopie électronique.
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Figure 56. Validation de la présence de fer accumulé a ’intérieur des cellules J774 apres
incubation avec des NP-Fe:0; (Sigma ou Ferinject®). A- Evaluation qualitative par
Coloration de Perls. B- Dosage quantitatif du fer intracellulaire via la bathophénanthroline.

L'internalisation des NPs a également été validée par microscopie électronique a
transmission (Figure 57A). Les techniques de microscopie EDX ont montré que I'accumulation
de I’élément fer était bien associée aux NP-Fe;O3; emmagasinées et non sous forme dissoute
(Figure 57B). En variant les temps d’incubation, nous avons confirmé une cinétique
d’internalisation nettement plus rapide pour les NP-Fe,0s (Sigma) par rapport au Ferinject®

(Figure 57), validant ainsi les résultats obtenus lors des dosages a la bathophénanthroline.
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Figure 57. Validation de linternalisation des différentes NP-Fe:>0; (Sigma et Ferinject®)
par les macrophages J774. A- Comparaison de la capacité d’accumulation des NP-Fe;O3
par les macrophages en fonction du temps d’incubation (1h30 ou 24h). Barre d’échelle des
images de droite = 2um ; image de gauche = 200 nm. B- Validation par imagerie EDX que le
fer emmagasiné par les macrophages J774 est bien associé a l’internalisation des NPs. Barre
d’échelle 700 nm.
L’ensemble des résultats obtenus ont ainsi montré une accumulation importante de
NP-Fe;0s a lI'intérieur des macrophages J774 et bien que les NP-Fe;0s (Sigma) soient moins

stables que le Ferinject® (phénomeéne d’agrégation), a ce stade de notre étude, elles semblent

plus propice pour notre stratégie thérapeutique que le Ferinject®. Il reste néanmoins a
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effectuer des études de fonctionnalité sur les macrophages J774 dans le but de vérifier que
cette accumulation de fer plus importante n’induit pas plus de dommages que le Ferinject®

sur la fonctionnalité des macrophages.

Les tests fonctionnels effectués sont les tests en lien avec le cytosquelette d’actine
(phagocytose et observation des filaments d’actine) (respectivement Figures 58 et 59) et la

capacité a détecter et répondre a des stimuli (test de capacité inflammatoire).
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Figure 58. Test de capacité phagocytaire. A- Estimation du pourcentage de cellules
phagocytaires apreés avoir été en contact pendant 24h avec Img/mL de NP-Fe2O3 (Sigma ou
Ferinject®). B- Evaluation de la capacité phagocytaire de la population cellulaire capable de

phagocyter.
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NP-Fe,0,
Control Ferinject (Sigma)

Figure 59. Visualisation du cytosquelette d’actine des cellules J774 en présence ou en
absence de NP-Fe;0; (Sigma ou Ferinject®).

Les résultats ont montré qu’a 1 mg/mL, le Ferinject® n’induit aucune modification sur la
capacité phagocytaire et la conformation du cytosquelette d’actine des cellules J774. En
revanche, concernant les NP-Fe;0s3, nous observons un effet important sur la capacité
phagocytaire. En effet, seulement 37% des macrophages mis en contact avec les NP-Fe;03
sont capables de phagocyter (Figure 58A) et parmi la population de cellules phagocytaires
nous observons une diminution de 40% de |’activité phagocytaire par rapport au controle
(Figure 58B). De plus, lors des observations microscopiques, nous avons observé une
modification de la conformation du cytosquelette d’actine ainsi qu’un changement global de
la morphologie cellulaire. En présence de NP-Fe;Os; (Sigma), les cellules sont moins

adhérentes, beaucoup plus rondes et possedent de larges vésicules (Figure 59).
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Figure 60. Dosage des médiateurs pro-inflammatoires apreés incubation avec des NP-Fe;0;3
(Sigma ou Ferinject®) A- Dosage de la sécrétion de NO en présence ou en absence de LPS.
B- Dosage des cytokines pro-inflammatoires. Blanc : CTL, gris clair : Ferinject®, gris foncé :
Fe>Os (Sigma)

Les tests effectués sur la capacité inflammatoire des macrophages ont montré que les
deux types de NP-Fe;03 ne semblent pas avoir d’effets intrinseéques évidents car la production
de NO n’augmente pas (Figue 60A). En réponse au LPS, les deux types de NP-Fe;0s3 induisent
cependant une diminution de la production de NO par rapport au controle sans NPs. Cette
diminution est tres faible pour le Ferinject® (seulement de 10%) alors que les NP-Fe;03 (Sigma)
induisent une chute brutale (-69%) de |la production de NO (Figure 60A). L'effet des NP-Fe,03
est également observé lors des dosages de cytokines pro-inflammatoires. En effet, en
présence de LPS, nous observons une baisse drastique de I'lL-6 (-65%) ainsi qu’une diminution

de la sécrétion de TNF-a (-27%). La production de MCP-1 reste en revanche inchangée. En

conclusion, a une méme dose de travail, le Ferinject® n’a pas ou peu d’effets sur la réponse
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inflammatoire contrairement aux NP-Fe;Os (Sigma) (Figure 60B). Du fait de la forte
perturbation de la fonctionnalité des macrophages, les NP-Fe;0O3 (Sigma) ne semblent pas
appropriées pour la suite de notre projet. Nous avons néanmoins cherché a comprendre les
causes probables de la perturbation des fonctionnalités principales des macrophages 1774
lorsque ces derniers sont en contact avec une grande quantité (1ug/mL) de NP-Fe,0s (Sigma).

Pour ce faire, nous avons effectué des tests du potentiel mitochondrial et du glutathion.
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Figure 61. Les autres mécanismes intracellulaires affectés par les NP-Fe;0; (Sigma). A-
Test du potentiel mitochondrial. B- Quantification du glutathion.

Les résultats ont tout d’abord confirmé les effets des NP-Fe,03 (Sigma) sur la physiologie
des cellules J774 puisque, contrairement au Ferinject®, nous observons une diminution
importante (-40%) du potentiel mitochondrial (Figure 61A) ainsi qu’une chute du glutathion
(GSH) dont une partie diminue de jusqu’a un taux de 14,2 % par rapport au contréle (Figure
61B). Par comparaison, le Ferinject® n’induit aucun effet sur le potentiel mitochondrial et
seulement un effet trés modéré (diminution de 11% du GSH) sur les J774. Les résultats
suggerent donc que les NP-Fe,03 provoquent d’une part une diminution globale des sources

d’énergie notamment par une diminution de l'activité mitochondriale responsable de la
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production d’adénosine triphosphate (ATP), et d’autre part, elles altérent les mécanismes de
détoxification mis en place par les cellules, en particulier via le GSH qui permet d’éliminer de

nombreux xénobiotiques (tels que les métaux) et limite I'accumulation de ROS.

Par conséquent, L'ensemble des tests fonctionnels confirment l'intérét d’utiliser le
Ferinject® comme source de NP-Fe;Os par comparaison avec les NP-Fe;Os3 (Sigma) bien
gu’elles soient moins facilement internalisées. Ces travaux préalables ont permis de choisir le
type de NP-Fe;03 le plus adéquat pour notre stratégie thérapeutique. Nous avons donc
poursuivi nos expériences sur les macrophages primaires uniquement avec le Ferinject®. Les
résultats sont présentés dans la publication ci-dessous soumise en avril 2018 au journal

Nanoscale.
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Abstract. Many solid tumors and their metastases are still resistant to current cancer treatments such as chemo-
and radiotherapy. The presence of a small population of Cancer Stem Cells in tumors is held responsible for
relapses. Moreover, the various physical barriers of the organism (e.g. blood brain barrier) prevent many drugs
from reaching the targeted cells. In order to alleviate this constraint, we suggest a Trojan horse strategy consisting
in the intravascular injection of macrophages loaded with therapeutic nanoparticles (an iron nanoparticle-based
solution marketed under the name of FERINJECT") to bring a high quantity of those in the tumor. The aim of this
article is to assess the response of primary macrophages to FERINJECT" via functional assays in order to ensure
that the macrophages loaded with these nanoparticles are still relevant for our strategy. Following this first step,
we demonstrate that the loaded macrophages injected in blood circulation are able to migrate to the tumor site

using small-animal imaging.

Resident macrophages

‘Lowx

Loaded
macrophages
with FERINJECT ®

Anti-cancer strategy using NP-laden macrophages. Iron-laden macrophages are injected into the bloodstream .1) Macrophages derived from
patients’ circulating monocytes are cultivated with iron oxide nanoparticles (marketed under the name FERINJECT*). Then, loaded
macrophages are injected into the bloodstream and are attracted by signals emitted by the tumor microenvironment. Subsequently, injected
macrophages accumulate in the tumor. 2) Low-intensity radiations stimulate iron NP which in turn release toxic photo-electrons in the tumor,

leaving the healthy surrounding tissues undamaged.

Cancer is the world’s second leading cause of death,
and was responsible for 8.8 million deaths in 2015.
Nearly 1 in 6 deaths is due to cancer despite major
of anti-tumoral

progress in the development

treatments  such  as chemotherapy,

surgery,
radiotherapy and immunotherapy. Solid tumors
remain responsible for a high number of deaths due to
the presence of cancer stem cells (CSCs) in the tumor,
which are particularly resistant to current cancer
treatments* and are consequently responsible for
relapses and metastases which often turn out to be
fatal. CSCs, like normal stem cells, are capable of both

self-renewal and differentiation into multiple cells.

The CSCs population is generally small, but the

number of CSCs depends on the type of tumor and the
progression rate in the tumor varies from <0,1% to
30% .- However, they are responsible of the high
cellular heterogeneity in the tumor, which is one of the
main reasons accounting for resistance to
chemotherapy. Resistance of CSCs is reinforced by
the presence of protective mechanisms such as drug
efflux transporters (e.g. ATP-binding cassette
including P-glycoproteins) at their surface, which
prevent the accumulation of drugs in cells.- Moreover,
contrary to non-CSCs, CSCs have a high DNA repair
capacity and anti-apoptotic mechanisms which
jeopardize the efficiency of most current anticancer

strategies®. CSCs are also resistant to current
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radiotherapy’ because they often are in a quiescent
stater.

To increase the efficiency of ionizing radiations in the
treatment of solid and resistant tumors, several pre-
clinical studies have combined High-Z-element
nanoparticles (HZE-NP) with radiation therapy in
order to increase the intensity of radiations without
damaging the surrounding healthy tissues. This
strategy allows to increase the contrast between
healthy and cancerous tissues in the absorption of
ionizing radiation.” The stimulation of HZE-NP
liberates photoelectrons in situ. Their short-range
allows these photoelectrons to kill mostly tumor cells
with minimal damage to the surrounding tissue.”» In
current clinical experiments HZE-NP are directly
injected in the tumor and the most commonly used
HZE-NP are gold NP.: The three main constraints of
this strategy are: 1) Injecting HZE-NP in the tumor can
cause injuries and is therefore an invasive method.
Moreover, some cancer cells have a low endocytosis
capacity® and HZE-NP can spread outside the tumor
thus limiting their specificity regarding the tumor. 2)
Metastases are not always detectable with current
imaging technologies so that it is not possible to inject
HZE-NP directly in non-detectable small tumors. 3)
Gold is a rare and expensive material.« 4) Persistent
NP such as Gold NP may cause adverse effects after
the tumor has been treated. Another method consists
in intravascular administration of HZE-NP in the hope
that they will spontaneously cross the blood vessels to
reach the tumor thanks to the Enhanced Permeability
and Retention (EPR) effect. Indeed, tumors have a
high vascularization assorted to a poor lymphatic
drainage. This strategy has been considered in the case
of many solid tumors but the overall results have
revealed that less than 2% of injected NP reached the
tumor and in the particular case of glioblastoma
(GBM), because of the blood brain barrier, the ratio of
NP in the tumor would be even lower.” However, the

use of nanoparticles to deliver drugs, unlike the use of

drugs only, improves the therapeutic effect.
Additionally, the functionalization of particles using
antibodies or ligands allows to increase the uptake and
the specific targeting of the drug toward specific cells,
such as cancer cells. This strategy is still controversial
in comparison to unfunctionalized nanoparticles.
Often, active targeting by functionalized particles is
effective in cell culture but many studies have shown
that in vivo functionalization is mutch less efficient
due to the destruction and/or inactivation of ligands at
the surface of particles (opsonization) and the
difficulty to cross the various barriers of the organism.
This is why, in the present article, we suggest a new
Trojan horse strategy in order to protect the particles,
overcome the constraints mentioned above and treat
resistant tumors, using primary macrophages to
specifically carry HZE-NP to the tumor. Induction of
inflammation in the tumor allows the recruitment of
many circulating immune cells such as neutrophils,
lymphocytes'= and monocytes/macrophages.> We
chose to use monocytes/macrophages in order to
transport NP-Fe.O. for four reasons: 1) macrophages
have a high phagocytic capacity and can store a high
quantity of HZE NP-Fe.O.. 2) Macrophages are known
to be present in tumors as Tumor-Associated
Macrophages (TAM)» 3) These cells are able to cross
all body barriers and migrate toward the inflammatory
tumor zone. 4) Monocytes are present in the blood
circulation and are simple to harvest from the patient’s
blood and to differentiate into macrophages in vitro.

Like titanium, gadolinium, quantum dots, efc., iron is
an HZE releasing photoelectrons when stimulated by
X-Rays of the adequate wavelength (e.g. X-ray beams
at 80 KeV cause iron to release photoelectrons within
an average range of 80 um). Iron is a cheap and
abundant metal, and iron oxide nanoparticles are easy
to produce. Moreover, macrophages play an important
role in iron homeostasis so that iron, unlike other
metals, can easily be managed in high quantities by

macrophages without inducing a strong risk of
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disrupting their viability and their functionalities.
This is why, for our investigation, we chose iron oxide
nanoparticles to investigate tumor treatment by a
Trojan horse strategy. In this study, we tested directly
NP-Fe.O. source with marketing authorization= such
as FERINJECT:. The goal was to evaluate if the
FERINJECT" impacted the macrophages in different
ways.

Our strategy was divided into five parts. 1) we focused
on FERINJECT=~ and we characterized nanoparticles
using dynamic light scattering (DLS) and transmission
electronic microscopy (TEM). 2) we evaluated the
best working dose by performing viability assays. 3)
we quantified the amount of particles and iron loaded
within the cells. 4) We then assessed the effects of
FERINJECT" on the functionality of macrophages in
vitro in order to check whether our iron-loaded
macrophages were still able to migrate toward the
tumor (assessment of the sensitivity and motility). 5)
Finally, by using non-invasive small-animal imaging
we confirmed that the iron-loaded primary
macrophages injected intravenously into mice were

able to migrate toward the tumor.

Results and discussion

Nanoparticle behavior. NP dissolution
characterized using DLS. In H20 and DMEM,

FERINJECT

was

was  considered  monodisperse
(percentage of dispersity <15%) and in DMEM
supplemented with 1% or 10% SVF, FERINJECT:
appeared as very polydisperse, i.e., the dispersity was
not measurable (Table 1). FERINJECT: had a
hydrodynamic diameter comprised between 21.6 nm
and 25 nm in H.O or DMEM mediums. After 24 hours
of incubation at 37°C, 5% CO., in H20 and DMEM,
FERINJECT" was still considered monodisperse but
with a higher percentage of dispersity. Overall, after
incubation 24h at 37°C, the hydrodynamic diameter
decreased very slightly (diameter of NP decreases by
1 to 3.4 nm), suggesting minimal dissolution (Table
1). Examination by Transmission Electron
Microscopy (TEM) revealed that FERINJECT: NP
have an irregular stick shape with a length between
18,9 nm and 23,9 nm. No aggregation is visualized in
all conditions (Figure 1A-1B and Table 2). Thus, for
DMEM with SVF, the high dispersity observed with
DLS measurement is due to the proteins present in
serum. The size measurement and the light tendency
of dissolution of FERINJECT observed by TEM were

similar to DLS characterization.

Ferinject

Medium H20 DMEM DMEM+1%SVF DMEM+10%SVF
Time Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
Size 23,4 224 244 21,9 23,8 24,9 25,0 21.6
(nm) 0,4 10,4 +0,3 0,4 13 0,5 +0,5 +0,6

DlsperSIty 8’8 1 ‘7 8’5 12'2 multimodal multimodal multimodal multimodal
(%) +6,9 6,9 +24 +3,3
n=3

Table 1: Characterization of FERINEJECT* by DLS at t0 and after 24h incubation in H20 or DMEM with or without SVF.
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Incubation: Oh at room temperature

H20 DMEM DMEM+1%SVF DMEM+10%SVF

Incubation: 24h at 37°C

DMEM+1%SVF DMEM+10%SVF

Figure 1: Characterization of NP-Fe O (FERINEJECT: by TEM. Nanoparticles were incubated in H20 or DMEM for two incubation periods
in order to distinguish the shape, size and state of aggregation. A- Oh of incubation B- 24h of incubation at 37°C,5%CO
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Ferinject
Medium H20 DMEM DMEM+1%SVF DMEM+10%SVF
Time Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
Length 22,7 18.9 23,9 22,5 231 21.6 22,0 214
(nm) 15,6 43 459 16,5 16,7 16,1 156 456
n=3

Table 2: Characterization of FERINEJECT* by TEM at tO and after 24h incubation in H20 or DMEM with or without SVF.

Specificity of cell type regarding iron uptake. We wanted
to assess the capacity of cancer cells such as GBM to engulf
iron in high quantity when contact with 1mg/mL of
FERINJECT®:. This assessment was achieved using ICP-MS
and it proves that L9 and FO98 GBM cells cannot store
FERINJECT: (only 0.36 and 0.15 pg/cell of iron was stored)
(Figure 2A). The low internalization of FERINJECT: is not
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due to a high mortality of cells (Figure 2B). The lack of iron
accumulation in typical tumor cells explain the importance
of using macrophages in order to enhance the containment
of iron into the tumor site besides the ability to target the
tumor and cross the body barriers. Without macrophages,
particles cannot accumulate into tumor and therefore may

diffuse out of the tumor zone.

oControl

OFerinject 1mg/mL

Glioblastoma (9L)
n=3

Glioblastoma (F98)

Figure 2: FERINEJECT" uptake by tumor cells. A- Quantity of the iron engulfed by tumor cells using ICP-MS method (condition with or
without FERINEJECT" exposure). B Viability of glioblastoma L9 and F98 cells in contact with an increasing dose of FERINEJECT®. Viability
was measured using propidium iodide (condition with or without FERINEJECT" exposure).

Working dose determination of FERINJECT" on
primary macrophages. For a therapeutic scheme, the
concentration of FERINJECT" must not induce a high
lethality on primary macrophages. We considered a
20% of lethality to be the upper limit for the
compromise between the cellular loading in NP and
their viability. The results displayed in figure 3 show
that FERINJECT" is only slightly toxic to primary
LD20 was reached at a

macrophages. only

concentration of over Img/mL. Consequently, at this
stage of our research, the FERINJECT" could be used
at this high concentration (1mg/mL) in order to store
a maximum amount of iron into macrophages without
killing them. We considered that Img/mL is a strong
concentration in comparison to other articles studying
the impact of zinc oxide,= silver* and copper oxide*

nanoparticles on macrophages.
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Figure 3: Viability of primary mouse macrophages. Cells were exposed for 24h to increasing doses of FERINEJECT:. Viability was measured

using propidium iodide (1xg/mL).

Iron uptake by primary macrophages. We first
performed qualitative experiments. Perls staining,
commonly used in optical microscopy in order to
reveal the presence of ferric elements inside the cells,
revealed blue iron deposits in primary cells (Figure
4A). Iron loading in the cells was accurately quantify
by the bathophenanthroline assay, which showed an
important quantity of iron in the macrophages exposed
to FERINJECT:, contrary to GBM cells (Figure 2A).
Indeed, after 24 hours of incubation, 8,3 pg/cell of iron

was internalized by primary macrophages (Figure 4B)

which is 23 times bigger than L9 cells and 56 times
bigger than F98 cells. However, when cells were left
in culture for an additional 24h incubation period in
the absence of FERINJECT:, we observed a slight
release of iron (decrease at 6,5 pg/cell) and this was
even more marked after 72 hours of recovery
(decrease at 2,7 pg/cell). Thus, the release of iron from
macrophages proves that the treatment of tumor with
low X-ray doses should not occur more than 24h after

injection of loaded macrophages.
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Figure 4: Presence of iron in primary macrophages. A-Perls staining: red staining: safranin cytosolic staining; blue staining: complex
KFe[Fe(CN). named prussian blue.B- Quantitative assessment of the iron engulfed by primary macrophages using bathophenanthroline

method. Statistical confidence (Student T-test) is indicate as follows **p <0,01.

Functional studies of primary macrophages.
Functional studies were set up to determine if
macrophages loaded with iron particles are still able to
respond to stimuli and move towards inflammatory
zones such as wounds, infections and, what is more
important to our study, tumors. We tested the impact
of FERINJECT: on the classical functions of
macrophages such as the phagocytic ability, the

modulation of the LPS-induced production of

cytokines and NO. Regarding phagocytosis, flow
cytometry allows the investigation of two parameters
such as the proportion of cells that remain phagocytic
after being exposed to NP and the intensity of the
phagocytic activity for phagocytosis-positive cells.
When primary macrophages were exposed to
FERINJECT?, the cell proportion and the intensity of
the phagocytic intensity was unchanged in comparison

to control without FERINJECT: (Figure SA and 5B).
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The results did not show an effect of FERINJECT" on
the phagocytosis capacity of primary macrophages.
These results were confirmed with the visualization of
the integrity of the F.actin cytoskeleton. We did not
observe any differences between the cells incubated
with FERINJECT compared to controls without NP
(Figure 6). Regarding the production of NO, we
showed that, after stimulation with LPS, the secretion
of NO is very slightly decreased in the presence of
FERINJECT" i.e. by 11%, which is not statistically

120 ~
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% of fluorescent cells

o

Control Ferinject
n=3

significant (Figure 7A). Flow cytometric analysis
revealed that FERINJECT: did not affect the
production of IL-6 and TNFa pro-inflammatory
cytokines. The secretion of IL-10 anti-inflammatory
was not significantly modified too. However, MCP-1
pro-inflammatory secretion significantly decreased
(by 26.6%) (Figure 7B). All these results, showed that
FERINJECT" induce only a marginal effect on the
functionality of macrophages. FERINJECT" appear to

be a good candidate on the therapeutic strategy.
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Figure 5: Phagocytic ability. A- Percent of cell able to phagocyte fluorescent FITC-labeled latex beads (positive cells). B- Phagocytic ability

of positive cells.
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Figure 6: Confocal microscopy: observation of actin filaments with phalloidin labelled in red (Atto 560), cell nucleus is colored by Dapi in

blue. Upper section = apical microscopy view; middle section = center of cell; lower section = basal microscopy view.
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Figure 7: Inflammation ability. A- NO secretion with LPS stimulation. B- Secretion of inflammatory cytokines with LPS stimulation.
Statistical confidence (Student T-test) is indicate as follows **p <0,01.

Transwell migration assay. We set up the
Transwell migration assay to assess the ability of
primary  macrophages to migrate toward
inflammatory stimuli. This assay confirmed the
phagocytosis assays. FERINJECT: did not inhibit
the motility of primary macrophages and did not

prevent the ability of macrophages to respond to

inflammatory stimuli such as LPS. We showed that,
for the two conditions (with and without exposure to
FERINJECT*) macrophages were able to cross the
membrane and adhere to the basal side of the
membrane in a transwell assay. Moreover, the cells
were still responsive to a chemotactic stimulus such

as LPS. (Figure 8).
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Figure 8: Migratory ability using Snm pores Transwell membranes. Macrophages cross the membrane (basal side) was stained by crystal violet

0,1%.

Small animal imaging. We wanted to approach real-
use conditions to confirm that primary labeled
macrophages injected into the blood stream were able
to migrate specifically to the tumor zone. Small-
animal imaging was used to determine the in vivo
biodistribution of loaded macrophages and to assess
their ~tumor uptake  kinetics. = Non-invasive
fluorescence imaging was performed over a span of
48h and we showed that injected macrophages quickly
accumulated (1h after injection) in macrophages-rich
organs such as liver and lungs. Interestingly, at 24
hours post injection, the presence of labeled
macrophages in lungs had drastically decreased. On
the contrary, we observed an uptake of labeled
macrophages in bones and a massive accumulation in
the spleen after 5 hours (Figure 9A). Small-animal
imaging revealed a moderate but significant
recruitment of labeled macrophages to the tumor site

24h after injection (Figure 9B). These results were

similar for the two conditions, i.e. the macrophages
loaded with Fluospheres only and the macrophages
loaded with Fluospheres and FERINJECT:, thus
proving that FERINJECT: did not alter the
macrophages sensitivity to stimuli and their ability to
migrate toward the tumor. However, the fluorescence
signal in the tumor slightly decreased between 24h and
48h after injection, a factor which rises some insights
into a potential clinical strategy. Indeed, we observed
that the most optimal rate of macrophage
accumulation in the tumor should occur at 24h after
injection. After 48h, mouse organs were retrieved and
imaged individually (Figure 9C). The results
confirmed the massive and lasting accumulation of
macrophages in detoxifying organs, the lungs and to a
lesser extent in the lymph nodes. They also confirmed
the very significant accumulation of loaded
macrophages at the tumor site. The measurement of

the ex vivo fluorescence signal in the tumor in
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comparison with the healthy contralateral skin showed
a tumor/skin ratio of 9 for the macrophages loaded
with fluospheres only and of 6.7 for the macrophages

simultaneously loaded with fluospheres and

FERINJECT* (Figure 9D). The recruitment of the
macrophages in the tumor was slightly lower when
charged by FERINJECT" but this difference may be

interpreted by the fact that macrophages were more
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heavily loaded in the fluorescent

FERINJECT" condition than in the fluospheres only

probe +

condition. However, these results clearly illustrated
the capacity of injected primary macrophages to be
recruited by tumors and this promotes the concept of
using iron particles loaded macrophages to treat solid
and resistant tumors. Moreover, this strategy may also

be applied to other types of particles and/or drugs.
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Figure 9: Small animal imagery, BalB/c mice with subcutaneous mammary tumor. A- whole body in vivo fluorescence imaging B- whole
body in vivo fluorescence imaging, focus on the tumor site C- Ex vivo fluorescence imaging on isolated tissue samples 48h post injection D-

Ex vivo fluorescence imaging on isolated tissue samples 48h post injection. (First graph) quantitative measurement of the fluorescence of
tumor in comparison to contralateral skin, 48h after intravascular injection of labeled macrophages. (Second graph) ratio of fluorescence

intensity between contralateral skin and tumor.

Conclusion. In summary, even if anticancer
treatments are more and more effective, the mortality
rate due to relapses of solid tumor remains too high
and the concept of CSCs can explain the most of the

therapeutic failures. The development of NP offers

news possibilities of targeted therapies but the
targeting efficiency and their internalization by cancer
cells are still controversial. In order to increase the
specific accumulation of NP such as HZE-NP (e.g.
NP-Fe203) at the tumor site, Trojan horse strategy
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using macrophages is an attractive idea. The present
results illustrated that FERINJECT® loaded at
Img/mL did not alter (or very marginally) primary
macrophages function. The recruitment of injected
primary macrophages by tumor sites was successfully
visualized by in vivo small-animal imaging. Finally,
the results demonstrated that macrophages are
promising tools to accumulate and maintain large
amount of  anticancerous particles (HZE
nanoparticles). In the future, additional assays will
have to be completed in order to enhance the
attraction of injected macrophages to the tumor and
the quantity of particles engulfed while limiting
damages to macrophages. One possibility would be to
inject macrophages preactivated in vitro by
inflammatory stimuli. The second possibility would
be to induce a better inflammatory signal® in the
tumor zone e.g. using a first wave of low-intensity X-
rays. We consider this strategy as a very promising
strategy against resistant tumors such as GBM. After
assessing the capacity of tumors to attract injected
macrophages loaded with particles, our next objective
is to assess the capacity of loaded macrophages to
migrate to GBM and thus cross the blood brain barrier
which constitutes an additional constraint.

Finally, recent results published by Zanganeh et al.*
have demonstrated that the injection in blood
circulation of NP-Fe20s used to treat anemia proved
to be useful tools to decrease tumor growth. The anti-
tumor effect is due to a change in tumor
microenvironment. Indeed, tumors are largely
composed of anti-inflammatory M2 macrophages
(TAM) which favor the development of the tumor.
NP-Fe20s induce the inflammatory polarization of
macrophages (M1 macrophages),> wich become
more efficient to detect and interrupt cancer
development. Our Trojan horse strategy offers two
main advantages: 1) the use of FERINJECT® will
enhance the efficiency of radiotherapy thanks to the

release of photoelectrons in the tumor. 2) The uptake

of FERINJECT® by injected macrophages will
stimulate their ability to kill cancer cells. Contrary to
strategies relying on other nanoparticles such as gold,
this double effect of NP-Fe.O; similar to
FERINJECT® appears to be a major advantage in the

development of NP-based anti-tumor strategies.

Material and methods

®

Nanoparticles. Iron carboxymaltose (FERINJECT®,
50mg/mL) was purchased from Vifor Pharma (Bern,
Switzerland). The hydrodynamic diameter and the
particle size distribution were characterized by
dynamic light scattering (DLS) after dilution in H2O
or culture medium DMEM after Oh or 24h of
incubation at 37°C, 5% CO2. Nanoparticles were

diluted at 10 pg/mL for the measurement.

Transmission Electron Microscopy (TEM) for
nanoparticle characterization. The negative Stain
Mica-carbon Flotation Technique (MFT) was used:
samples were absorbed to the clean side of a carbon
film on mica, stained and transferred to a 400-mesh
copper grid. The images were taken under low dose
conditions (<10 e/A?) at a magnification of 11KXx,
13Kx, 23Kx and 30Kx times with defocus values
between 1.2 and 2.5 um on a Tecna