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Résumé: Les nanoparticules de silice amorphe
synthétiques (SAS-NP) sont largement utilisées dans
les industries pharmaceutique, cosmétique, agro-
alimentaire ou du batiment et des travaux publics.
Les SAS-NP sont considérées comme sdres par la
FDA. Cependant, du fait de leur taille nanométrique
et de leur large utilisation, une meilleure évaluation
de leur toxicité est nécessaire. L'objectif de ce travail
de thése a été d'évaluer I'effet des SAS-NP sur la
réponse immunitaire adaptative. Nous nous sommes
intéressés a l'effet des SAS-NP sur les cellules
dendritiques (DC) ainsi qu'a leur effet sur
limmunisation contre un aéro-allergene trés
répandu et majoritaire dans le pollen de bouleau, Bet
v 1a. Dans une premiére partie, nous avons évalué
I'effet des SAS-NP sur le phénotype des DC, premier
maillon de la réponse immunitaire adaptative. Nous
avons montré que les SAS-NP se comportaient
comme un signal de danger en induisant I'activation
des DC marquée par une augmentation des
molécules d'activation et de co-stimulation ainsi que
la production de cytokines pro-inflammatoires.

Nous avons alors évalué les voies de signalisation
impliquées dans l'effet signal de danger observé.
Nos résultats ont montré I'activation de la tyrosine
kinase Syk qui semble consécutive a la formation
de raft lipidiques. Dans un second volet du projet,
nous avons mis en évidence une augmentation du
répertoire de lymphocytes T (LT) CD4 naifs
spécifiques de Bet v 1a en présence de SAS-NPs.
Nous avons également montré une augmentation
de l'internalisation de Bet v 1a, qui reposerait sur
un effet cheval de Troie. La modification du
répertoire de LT CD4 naifs spécifiques de Bet v1 a
pourrait  également s'expliquer par une
modification de I'apprétement de I'antigéne ou la
création de néo-épitopes lors de l'interaction avec
les SAS-NP.

In fine, notre travail propose un outil d'évaluation
de l'immunotoxicité des SAS-NP. Une meilleure
compréhension des mécanismes d’action aidera
quant a elle a la conception de nanomatériaux plus
sars.

Title : Pro-allergenic effects of amorphous silica nanoparticles in response to pneumallergens

Keywords : synthetic amorphous silica, nanoparticles, dendritic cells, T cells, Bet v 1a, signalisation

Résumé : Synthetic amorphous silica nanoparticles
(SAS-NPs) are widely used in the pharmaceutical,
cosmetics, food, and construction industries. SAS-
NPs are considered as safe by the FDA. However, due
to their nanoscale size and wide use, a better
evaluation of their toxicity is needed. The purpose of
this work was to evaluate the effect of SAS-NPs on
the adaptative immune response. We were interested
in the effect of SAS-NPs on dendritic cells (DCs)
phenotype as well as their effect on immunisation
against a widespread aeroallergen from birch pollen,
Bet v 1a. First, we evaluated the effect of SAS-NPs on
DCs, the first step in the adaptative immune
response. We showed that SAS-NPs behaved as a
danger signal by inducing DCs activation marked by
an increase in activation and co-stimulation markers
and the secretion of pro-inflammatory cytokines. In
addition, we evaluated the signaling pathways

involved in the observed danger signal effect. Our
results showed the involvement of the tyrosine
kinase Syk following lipid raft formation. Secondly,
we demonstrated an increase in the repertoire of
Bet v 1a-specific naive CD4 T cells in the presence
of SAS-NPs. We also showed an increase in Bet v 1a
internalisation relying on a putative Trojan horse
mechanism. The modification of the repertoire of
Bet v 1a-specific naive CD4 T cells could also be
linked to a modification of antigen processing or to
the creation of neo-epitopes upon the interaction
of the allergen with the nanoparticles.

Finally, our work proposes a tool for assessing the
immunotoxicity =~ of = SAS-NPs. A better
understanding of these mechanisms will help in the
design of safer nanomaterials.
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Liste des abréviations
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ADN : acide desoxy-ribonucléique

AFSSET : Agence Francaise de Sécurité Sanitaire de I'Environnement et du Travail
ANSES : Agence Nationale SEcurité Sanitaire de |'alimentation et de
I'environnement et du travail

ARN : acide ribonucléique

ATP : adénosine tri-phosphate

AuNP : nanoparticules d'or

BMDC : Bone Marrow-Derived Dendritic Cells

BCL-10 : B-Cell Mymphoma 10

CaCO:s: carbonate de calcium

CARD : CAspase Recruitment Domain

CCL : C-C chemokine ligand

CCR : C-C chemokine receptor

cDC : cellules dendritiques conventionnelles

CDP : Common Dendritic cell Progenitors

CLR : récepteurs lectine de type C

CMH : Complexe Majeur d'Histocompatibilité

CPA : Cellules Présentatrices de I'’Antigene

CTLA-4 : Cytotoxic T Lymphocyte-associated Antigen-4
CXCR : C-X-C motif chemokine receptor

DAMPs : Damage-Associated Molecular Patterns

DC : cellules dendritiques

EFSA : European Food Safety Authority

ERK : Extracellular signal-Regulated Kinase

ERO : Especes Réactives de I'Oxygene

FcR : Récepteurs au fragment Fc des immunoglobulines
G-CSF : Granulocyte Colony Stimulating Factor

GM-CSF : Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor
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GMP : Granulocytes/Monocytes Progenitor

HCI : acide chlorydrique

HLA : Human Leukocyte Antigen

HMGB1 : High Mobility Group Box 1

HSC : cellules souches hématopoiétiques

HSP : Heat Shock Protein

IFN : interféron

lg: immunoglobuline

IL : interleukine

INRS : Institut National de Recherche et de Sécurité
ITAM : Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif
JRC : Joint Research Center

LB : Lymphocytes B

LC : cellules de langherans

LPS : lipopolysaccharide

LT : lymphocytes T

MAPK : Mitogen Associated Protein Kinase

MALT1 : Mucosa Associated Lymphoid Tissue lymphoma translocation protein 1
MCAM : Melanoma Cell Adhesion Molecule

MDP : Monocytes-Dendritic cells Progenitors

MFI : Mean fFuorescence Intensity

MLP : Multipotent Lymphoid Progenitors

MSU : urate de sodium monosodique

MyD88 : Myeloid Differentiation primary response 88
MWCNT : Multi-Walled Carbon Nanotube

NAMPs : Nanoparticles-Associated Molecular Patterns
NF-kB : Nuclear Factor Kappa B

NFS : Nearly Free Silanols
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NLR : NOD-Like Teceptors

NLRP3 : NOD-Like Receptor family Pyrin domain containing 3
NOAEL : No Observed Adverse Effect Level

NP : nanoparticules

NRF-2 : nuclear factor erythroid 2-related factor 2
OVA : ovalbumine

PAMPs : pathogen-associated molecular patterns
pDC : cellules dendritiques plasmocytoides

PKC : Protein Kinase C

PPE1 : Phytoprostanes E1

PRR : Pattern Recognition Receptor

RE : Réticulum Endoplasmique

REACH : Réglement sur I'Enregistrement, I'Evaluation et |'Autorisation des produits

CHimiques

RFI : Relative Fluorescence Intensity
SAS-NP : nanoparticules de silice amorphe synthétique
SiCly: tétrachlorure de silicium

SiOz: dioxyde de silicium

SR : scavenger receptor

TCR: T-cell receptor

TGF : Transforming Growth Factor
TiO. : dioxide de titane

TLR : Toll-Like Receptors

TNF : Tumor Necrosis Factor

TSLP: Thymic Stromal LymphoPoietin
UV : ultraviolet

ZnO : oxide de zinc

ZnS : sulfure de zinc
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Avant-propos
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Les nanomatériaux suscitent un intérét croissant dans de nombreux domaines
industriels du fait de leurs propriétés physico-chimiques remarquables. Les
nanoparticules manufacturées sont présentes, notamment, dans les composés
électroniques, les produits pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires, ainsi que
dans I'industrie du batiment et des travaux publics. Cette omniprésence meéne a un
fort potentiel d'exposition pour la population générale mais aussi pour les travailleurs,
préférentiellement par inhalation pour ces deriers. Ainsi, les nanoparticules
nécessitent une surveillance particuliere ainsi qu'une meilleure évaluation de leur
toxicité. Plus spécifiquement, le reglement REACH impose aux industriels d’évaluer
I'immunotoxicité des nanoparticules qu'ils produisent. Cependant, a ce jour, ils sont
face a un manque significatif d'outils pour répondre aux recommandations des
autorités sanitaires en matiére d'évaluation de la sécurité des nanoparticules mises
sur le marché.

L'objectif de ce travail de thése était de mieux comprendre les mécanismes de
I'immunotoxicité des nanoparticules de silice amorphe ainsi que leur réle dans
I'immunisation contre les aéroallergenes.

Mes travaux de thése se décomposent en deux principales questions. Nous nous
sommes d'abord attachés a mieux caractériser les interactions des nanoparticules de
silice amorphe avec les cellules immunitaires. Ces travaux originaux m’ont permis de
contribuer a la publication d'un premier article dans le journal Nanomaterials (Annexe)
ainsi que d'un article dans le journal Toxicological Sciences en tant que co-premier
auteur (Article n°1). Nous venons de soumettre un article dans le journal Particle and
Fibre Toxicology (Article n°2). Le premier article décrit I'effet signal de danger des
nanoparticules de silice amorphe sur les deux premiéres étapes de la réponse
immunitaire. Le second présente les voies de signalisation et mécanismes impliqués
dans la réponse des cellules dendritiques aux nanoparticules de silice amorphe. Nous

avons notamment montré que |'effet signal de danger exercé par les nanoparticules
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de silice amorphe serait médié par la formation de radeaux lipidiques déclenchant
une réponse cellulaire dépendante de la protéine tyrosine kinase Syk.

Le deuxieme volet consiste a étudier |'effet des nanoparticules de silice amorphe sur
I'immunisation contre |'allergene majeur du pollen de bouleau, Bet v 1a. Ces travaux
ont mis en évidence qu'en présence des nanoparticules de silice amorphe, le
répertoire de lymphocytes T CD4+ naifs spécifiques reconnaissant Bet v 1a était plus
important. De plus, nous avons montré que les nanoparticules de silice amorphe
seraient a |'origine d’une internalisation plus efficace de l'allergéne Bet v 1a par les
cellules dendritiques. Ces travaux sont regroupés dans la section résultats

complémentaires et feront I'objet d’une publication scientifique prochainement.
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Chapitre 1 : Les nanomatériaux
|. Définition des nanomatériaux

A. Définition des nanomatériaux, cas particulier des nanoparticules

Les nanoparticules, qu’elles soient organiques ou inorganiques, ne sont pas
seulement le résultat de recherches scientifiques. Elles peuvent étre produites
naturellement par les intempéries, les éruptions volcaniques, |"érosion des sols mais
aussi des processus microbiens. Les nanomatériaux existent dans la nature depuis
toujours, et leur utilisation remonte a I'Antiquité ou les artisans renforcaient leurs
céramiques a I'aide de nanofibres d’amiante naturelle.

Cependant, jusqu’en 2008, il était difficile de définir les nanomatériaux. C'est cette
année-la que |'Organisation Internationale pour la Standardisation (ISO) a proposé
une définition différenciant les types de nanomatériaux. Selon la norme ISO TS 80004,
«un nanomatériau est un matériau dont au moins une dimension externe est a
I"échelle nanométrique c'est-a-dire comprise approximativement entre 1 et 100 nm
ou qui possede une structure interne ou de surface a I'échelle nanométrique » (figure

1) (Ruaux 2019).

Bactérie Cellule

Nanomatériaux

Figure 1 - Représentation de I'échelle micrométrique et nanométrique par
comparaison avec les entités principales du monde vivant. Adapté de Laroui H. 2011
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En 2011, la Commission Européenne propose a son tour une définition venant
compléter la norme ISO TS 80004. Celle-ci définit un nanomatériau comme « 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 présentent une ou plusieurs dimensions externes se situant entre 1 et 100
nm. » 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%. » Par dérogation a ce
qui précede, les fullerénes, les flocons de graphéne et les nanotubes de carbone a
paroi simple présentant une ou plusieurs dimensions externes inférieures a 1 nm sont
a considérer comme des nanomatériaux (Comission européenne 2011). Les
particularités structurales de ces matériaux a I'échelle nanométrique leur conferent
des propriétés mécaniques, physiques et chimiques remarquables (Etchart-Salas
2008). Elles sont par exemple favorables a des valeurs élevées de limites d'élasticité
ou de résistance a la rupture (Lu, Sui, and Lu 2000). La faible taille des nanoparticules
peut conférer aux matériaux des propriétés modifiant leur couleur en modulant leur
taille et leur forme (Pavel et al. 2008).

A partir de ces définitions, il est cependant possible de différencier deux grandes
familles de nanomatériaux que sont les matériaux nanostructurés et les nano-objets.
Les matériaux nanostructurés possédent une structure interne ou de surface a |'échelle
nanométrique. Parmi eux, nous pouvons distinguer les agrégats et agglomérats de
nano-objets, les nanocomposites ou les matériaux nanoporeux (Ricaud 2012).

Les nano-objets sont des matériaux dont au moins une des trois dimensions externes
se situe a |'échelle nanométrique, c’est-a-dire entre 1 et 100 nm. Au sein de cette

famille, nous pouvons distinguer trois catégories (figure 2) :
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- Les nanofibres, nanotubes, nanofilaments ou nanob&tonnets ; ce sont des
nano-objets dont deux dimensions externes sont a I'échelle nanométrique et
la troisiéme significativement supérieure.

- Les nanofeuillets ou nanoplaquettes possédent quant a eux une seule
dimension externe a l'échelle nanométrique et les deux autres sont
significativement supérieures.

- Les nanoparticules sont des nano-objets dont les trois dimensions externes se

situent a |"échelle nanométrique.

£
(=
()
o
[ o
e | |
100 nm 100 nm
. . . Nanofeuillets :
Nanoparticules : Nanofibres : 1 dimension externe a
3 dimensions externes a i i 3 i .
) P 2 (Ijlmen5|ons extlernes a I’échelle nanométrique
I'échelle nanométrique I'échelle nanométrique

Figure 2 - Les trois catégories de nano-objets.

D’aprés le dossier « nanomatériaux, nanoparticules » de I'INRS.

Les nanoparticules s'assemblent entre elles pour former des amas dont la stabilité et
la réversibilité sont variables. Les agrégats de nanoparticules sont des amas de
particules fortement liées entre elles (par exemple par liaison covalente)
contrairement aux agglomérats dont les particules individuelles sont liées entre elles
par des interactions physiques faibles de type électrostatique, Van der Waals

(Eggersdorfer and Pratsinis 2014; Pratsinis 1998; Murugadoss et al. 2020a).
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L'agrégation et |I'agglomération joueront un role dans la toxicité des nanoparticules

que nous développerons dans le chapitre 2.

B. Rappel historique

Du fait de leurs propriétés physico-chimiques particulieres, les nanomatériaux et par
extension les nanoparticules sont utilisés depuis plus de 4500 ans. Au IVéme siecle,
les Romains ont utilisé les nanoparticules métalliques en les mélangeant au verre en
tant que pigment de couleur dans un but esthétique. Les nanoparticules d'or sont
utilisées depuis cette époque pour donner au verre une couleur rouge éclatante.
L'exemple le plus célébre est la coupe de Lycurgue. Cette réalisation semble verte
lorsqu’elle est éclairée par une lumiére de face et parait rouge lorsqu’elle est éclairée
par |'arriere (Heiligtag and Niederberger 2013).

Puis, au IXeme siecle, en Mésopotamie, les nanoparticules métalliques ont été
utilisées pour leurs propriétés optiques afin de créer un scintillement a la surface des
céramiques (Sciau 2012).

D’'un point de vue scientifique, la recherche sur les nanoparticules a pris un réel
tournant en 1857 avec les travaux de Michael Faraday sur les «Relations
expérimentales de 'or (et d'autres métaux) a la lumiéere» (Faraday 1857). Une des
principales motivations a effectuer des recherches sur les nanoparticules est fondée
sur ce que |'on appelle I'effet de la taille quantique. Les nanoparticules métalliques et
semi-conductrices d'un diametre de quelques nanométres seulement, et dont la taille
se situe donc entre celle des atomes individuels et celle des matériaux bruts,
présentent des propriétés électroniques et optiques dépendantes de leur taille.
L'observation de ces effets de taille a fait naitre des attentes quant aux performances
supérieures des nanomatériaux par rapport a leurs homologues en vrac dans de
nombreuses applications, si la taille et la forme des particules peuvent étre optimisées

de maniére rationnelle. Le développement de voies de synthese permettant le
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contréle de la composition, de la taille des particules, de leur distribution et de leur
forme est devenu indispensable pour étudier les propriétés des nanomatériaux en
fonction de leur taille.

Au XXeme siecle, c’est Richard Feynman qui, lors de son discours « There’s Plenty of
Room at the Bottom » en 1959, introduit la notion de l'infiniment petit. Il y annoncait
une future révolution industrielle basée sur la création et la maftrise de structures de
plus en plus petites (Feynman, Richard 1959). Mais c’est en 1974 que le terme «
nanotechnologies» a été utilisé pour la premiere fois par le Japonais Norio Taniguchi
pour décrire l'usinage de précision des matériaux a l'intérieur de tolérances
dimensionnelles a [|'échelle atomique. Depuis, les recherches associées aux

nanomatériaux ne cessent d'augmenter (figure 3) (Sauer et al. 2011).
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Figure 3 - Nombre de publications relatives aux nanomatériaux.

Représentation graphique du nombre de publication en nanotechnologies. Les données ont
été extraites de PubMed en mai 2022 en utilisant les requéte suivante « Nanotechnologies »
OR « Nanomaterials ». Adapté de Sauer U.G - Regul Toxicol 2011
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C. La réglementation des nanomatériaux

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 |'utilisation massive des nanotechnologies. Aucune
réglementation spécifique ne régit actuellement la manipulation des nanomatériaux
en France. Au niveau européen, le programme REACH (Réglement sur
I'enregistrement, |'évaluation et |'autorisation des produits chimiques), entré en
vigueur en 2007, a pour objectif de sécuriser la fabrication et I'utilisation des
substances chimiques dans |'industrie européenne. Au sein de |'Union Européenne
(UE), les nanoparticules sont considérées comme des agents chimiques. A ce titre, la
réglementation en matiére de prévention du risque chimique, prévue par le Code du
Travail, s'applique aux nanomatériaux. Cependant, les produits chimiques font I'objet
d'un enregistrement auprés de I'’Agence Européenne des Produits Chimiques (ECHA)
seulement pour des quantités produites et/ou importées supérieures a 1 tonne. |l
semble donc évident que certains nanomatériaux produits et/ou importés en
quantités inférieures puissent ne pas étre déclarés.

La réglementation cosmétique constitue le premier outil légal européen contenant
des dispositions spécifiques aux nanomatériaux. En 2009, le Reglement cosmétique
a rendu obligatoire a partir de juillet 2013 le signalement de la présence des
nanomatériaux dans la liste des ingrédients cosmétiques. (Castillo 2010). Depuis
décembre 2014, le consommateur doit voir apparaitre la mention [nano] dans les listes
d’ingrédients des denrées alimentaires contenant des nanoparticules (Reglement (UE)
n°1169/2011). Depuis le 1° janvier 2020, des obligations au titre de REACH
s'appliquent aux entreprises qui fabriquent ou importent des nanoformes. Ces
obligations de déclaration permettent de répondre a des exigences d'information
spécifiques.

En France, la loi du 12 juillet 2010 (n°2010-788) a fixé comme objectif, d'obtenir :
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- une meilleure connaissance des nanomatériaux, a savoir leur identité, les
quantités manipulées et les différents usages et domaines d'application ;
- leur tracabilité depuis le fabricant ou I'importateur jusqu’au distributeur
- le rassemblement de connaissances sur les nanomatériaux en vue de
I"évaluation des risques et de I'information du public.
Les articles L. 523-1 et L.523-2 prévoient que les substances a |I'état nanoparticulaire
fassent |'objet d'une déclaration annuelle et que les entités concernées transmettent,
sur demande, des informations complémentaires relatives aux dangers et aux
expositions auxquelles ces substances sont susceptibles de conduire (Loi n°2010-788
L.523-1 et 523-2).
En février 2012, un décret relatif a la déclaration annuelle des substances particulaires
précise la nature des déclarants concernés, la définition retenue de la substance a

I"état nanoparticulaire, le seuil de déclaration fixé a 100 grammes et la possibilité

d’effectuer des demandes de confidentialité (décret n°2012-232 du 17 février 2012).

D. La silice amorphe

1. Les différents types de silice

La silice ou dioxyde de silicium (SiO2) est un solide minéral. Elle est le composé le plus
abondant de la crolte terrestre (‘Essentials of Geology, 13th Edition’). Il s'agit d'un
minéral blanc ou transparent pouvant se présenter sous différentes formes : elle existe
a |'état libre sous forme cristalline ou amorphe mais aussi a |'état combiné sous forme
de silicates. Le terme cristallin signifie que les constituants sont assemblés de maniere
réguliere : le tétraedre SiO, se répete de fagon périodique dans les trois dimensions
de l'espace (figure 4). Le quartz, la cristobalite et la tridymite existent sous forme
cristalline. La silice cristalline est un élément clé des produits industriels, présent dans

de nombreux matériaux extraits du sol, et est un composant essentiel de nombreux
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articles de notre vie quotidienne, notamment les peintures, le verre, les plastiques et
les bétons mortiers ou enduits de fagade. Ainsi, les travailleurs sont exposés a la silice
dans de nombreux milieux professionnels notamment ceux du batiment et de la
production de pneus, et l'inhalation excessive de silice cristalline respirable est
associée a un risque accru de maladies respiratoires et systémiques. La silicose est
probablement la maladie professionnelle la plus ancienne décrite liée a I'exposition a
la silice. Cependant d'autres pathologies pulmonaires obstructives telles que la
bronchopneumopathie pulmonaire obstructive ou des maladies auto-immunes sont
d‘autres manifestations indésirables liées a une exposition a la silice cristalline (Leung,
Yu, and Chen 2012; Steenland and Ward 2014).

Pour son usage industriel, la silice peut également étre d'origine synthétique et
amorphe. A part la terre de diatomée, qui est d'origine naturelle, la silice amorphe
est généralement synthétique. Le terme amorphe désigne le fait que les tétraédres
de SiO, n'ont pas de structure spatiale fixe (figure 4). A I'échelle microscopique, ceux-

ci nont pas de structure bien agencée.

Silice cristalline Silice amorphe

Figure 4 - Représentation schématique en deux dimensions de la structure
atomique de la silice cristalline et de la silice amorphe.

La silice cristalline est un assemblage du tétraedre SiOs qui se répete de fagon périodique
dans les trois dimensions de I'espace. La silice amorphe est une répétition de tétraedres de

SiOs sans structure spatiale fixe. Adapté de Chaguetmi, 2010.
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2. Procédés d'obtention des nanoparticules de silice amorphe
La silice a une structure tétraédrique, chaque atome de silicium étant lié de maniére
covalente a quatre atomes d'oxygéne. Selon le procédé de fabrication, nous
distinguons les silices obtenues par voie humide ou celles obtenues par voie
thermique (figure 5) (Napierska et al. 2010). La voie de synthese et donc le type de
silice produit aura un impact sur les effets biologiques et toxiques observés (Zhang et

al. 2012; Pavan et al. 2013a).

SILICE
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Silice amorphe Silice cristalline
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Figure 5 - Procédés de production des nanoparticules de silice amorphe.

La silice peut étre cristalline ou amorphe. La silice amorphe est naturelle ou synthétique.
Pour son usage industriel, |a silice amorphe est d’origine synthétique. Deux voies de
production sont distinguées, la voie thermique et la voie humide. D'apres I'OECD SIDS
2004.

La voie humide mene a la silice mésoporeuse, la silice colloidale et la silice précipitée
(figure 5) (Zhang et al. 2012). La silice mésoporeuse sera obtenue par
polycondensation d’un précurseur inorganique SiO4 autour de micelles de tensioactif.
Le tensioactif choisi sera porté a une concentration dite « concentration micellaire

critique » pour laquelle le tensioactif va s’organiser en réseau hexagonal de micelles
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autour desquelles se formera le polymeére de silice. Enfin, I"élimination du tensioactif
apres la formation de la structure de silice menera a la silice mésoporeuse. La surface
spécifique (rapport de la surface réelle d'un objet et de la quantité de matiére de
I'objet exprimé en m?/g) des silices mésoporeuses peut atteindre 1000 m?/g (Benamor
2011). Le terme « voie humide » regroupe deux procédés que sont la microémulsion
et le procédé Sol-Gel. La micro-émulsion est utilisée pour la synthése de nombreuses
nanoparticules telles que celles de ZnS, TiO2 ou CaCO:s. Elle permet d’obtenir des
nano-gouttelettes colloidales thermodynamiquement stabilisées par un film de
tensioactif. Le processus Sol-Gel est une technique fréquemment utilisée pour
préparer des nanoparticules de silice. Il implique le développement de réseaux par
une suspension colloidale et une gélification pour former un systéme en phase liquide
continue. Le procédé Sol-Gel nécessite quatre étapes que sont I'hydrolyse, la
condensation des groupements silanols, la croissance et I'agrégation (Singh et al.
2014; Shi 2019). Le procédé Sol-Gel permet d’obtenir des silices ayant une surface
spécifique comprise entre 300 et 1000 m?/g. Le procédé de fabrication de la silice
précipitée consiste en une réaction entre un acide et une solution de silicate. Deux
réactions chimiques sont mises en jeu : I'hydrolyse et la condensation. L'hydrolyse
consiste en la neutralisation du silicate par |'acide. Ceci permet la formation de
groupements silanols. Puis, ces derniers se condenseront pour former des liaisons Si-
O-Si, appelés ponts siloxanes (figure 6). Une fois ces deux étapes achevées, des
étapes de nucléation, croissance et agrégation et/ou agglomération auront lieu pour
mener a une dispersion de silice qui contient les particules de silices, les sels issus des
réactions précédentes et de I'eau. La dispersion sera ensuite filtrée, lavée et séchée.
La silice précipitée présentera une surface spécifique comprise entre 20 et 600 m?/g

(Zhang et al. 2012; Ragueh 2012).
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Si0f~ +4H* - Si(OH), (hydrolyse)
—SiOH + HOSi —— —=Si0Si — +H,0 (condensation)

Figure 6 - Les mécanismes chimiques mis en jeu pour synthétiser la silice précipitée.

Les deux réactions mises en jeu lors de la synthése des silices précipitées sont I'hydrolyse
conduisant a la formation de groupements silanols puis la condensation menant a la formation

de ponts siloxanes.

La voie thermique, aussi appelée pyrolyse a flamme, permet d'obtenir la silice
pyrolytique ou fumée de silice qui a été utilisée dans notre étude. Cette méthode
consiste a réaliser la réaction SiCl, + 2H.O = SiO + 4HCI & des températures allant
de 1200°C a 1400°C, suivie d'un refroidissement rapide. Le SiCls est vaporisé
continuellement dans un mélange d‘air et de dihydrogene et est introduit dans un
brileur ol se formera l'aérosol de silice (figure 7). Au fur et a mesure que les
composés progressent dans la chambre de combustion, des particules de taille
nanométrique se forment et restent a |'état liquide a haute température. Elles
fusionnent ensuite entre elles. Dans les zones plus froides de la flamme, elles
commencent a se solidifier pour former des agrégats. La silice est ensuite séparée des
gaz contenant du HCl par filtration. La variation de la concentration des réactifs, de la
température de la flamme et du temps de séjour du gaz dans la chambre de
combustion permet aux fabricants de contréler les propriétés physico-chimiques de
ces silices (Ramussen et al. 2013). En fonction des conditions de production, la surface

spécifique des silices obtenues par cette méthode est comprise entre 50 et 380 m?/g

(Pratsinis 1998; Cho et al. 2009).
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Figure 7 - Schéma du procédé de pyrolyse a flamme.

Le SiCl, est vaporisé continuellement dans un mélange d‘air et de dihydrogene et est introduit
dans un brileur ou se formera I'aérosol de silice. les composés progressent dans la chambre
de combustion, des particules de taille nanométrique se forment et restent a I'état liquide a

haute température. Elles fusionnent ensuite entre elles. Adapté de Pratsinis 1998.

ll.  Utilisation des nanomatériaux, cas particulier des

nanoparticules de silice amorphe.

Le marché des nanotechnologies est en tres forte croissance, a I'échelle mondiale il
est estimé entre 150 et 200 milliards d'euros en 2018 (Laux et al. 2018). Les secteurs
principalement concernés sont ceux de la santé et du bien-étre. Les nanoparticules
sont utilisées comme agent de contraste, comme les nanoparticules de fer. Les
nanoparticules de titane sont retrouvées notamment dans les équipements
chirurgicaux, jouant le réle d'antibactériens (Ruaux 2017). Certains cosmétiques
comme les cremes solaires contiennent des nanoparticules de dioxyde de zinc et de
titane en raison de leurs propriétés de filtres UV (Monteiro-Riviere et al. 2011). Cet
engouement industriel pour les nanoparticules s'explique par leurs propriétés
physiques, chimiques et mécaniques. Cependant, il y a un manque de données
évident sur 'exposition de la population générale du fait du manque de tracabilité

des nanoparticules utilisées dans les produits d'usage courant et surtout des
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nanoparticules contenues dans |'alimentation.

Les nanoparticules de silice amorphe ont une utilisation polymorphe (Wang et al.
2015; Hoang Thi et al. 2019). Elles occupent la deuxiéme position du registre R nano
pour la quantité la plus importante de substances a I'état nanoparticulaire agréées
présente en France, derriére le noir de carbone et devant le carbonate de calcium.
Selon le Market Analysis Report de la Grand View Research, le marché global des
nanosilices pourrait atteindre 5140,2 millions de dollars en 2025.

Les nanoparticules de silice amorphe sont utilisées pour développer des sondes
d'imagerie nanométrique dans lesquelles I'agent de contraste est protégé par une
matrice de silice. L'encapsulation du fluorophore dans la matrice de silice augmente
I'intensité du fluorophore et la stabilité du signal de fluorescence (Kumar et al. 2008).
La silice amorphe précipitée est utilisée dans les pneumatiques en association avec le
noir de carbone. Elle diminue de 30% leur résistance au roulement et donc la
consommation de carburant. Dans les dentifrices, elle permet d’adapter la rhéologie
des pates et apporte un pouvoir polissant et nettoyant. Elle est également incorporée
dans les cremes en tant qu’agent épaississant. Dans |'industrie agro-alimentaire et
pharmaceutique, elle a pour fonction d'épaissir les liquides ou de favoriser
I"écoulement des poudres (‘Silices synthétiques’ 2020). En tant qu‘additif alimentaire,
les silices amorphes sont plus communément appelées E551. Elles fixent I'humidité
et s'opposent ainsi a la prise en masse des poudres. Elles peuvent absorber jusqu’a
deux fois leur masse en liquide et sont utilisées parfois comme support de liquides
visqueux et hygroscopiques tels que les vitamines utilisées dans les compléments
alimentaires.

La silice pyrogénée est notamment utilisée pour ses propriétés thixotropiques dans
Iindustrie du batiment et des travaux publics, phénoméne par lequel certains
mélanges passent de |'état de gel a celui de liquide par une légére agitation. Elles
entrent dans la composition des bétons utilisés notamment pour les ponts routiers,

les structures maritimes et les tabliers de ponts soumis a une détérioration constante
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causée par le courant, I'abrasion et les attaques chimiques. Elles protégent de I'eau
de mer, de la circulation routiére et des cycles de gel et de dégel. L'activité de
corrosion et la détérioration du béton sont pratiquement éliminées, ce qui minimise
les colts d’entretien. Elles conferent plus de souplesse de conception dans les
immeubles de grande hauteur. Les bétons a haute résistance contenant de la silice
pyrogénée sont souvent utilisés dans les poutres préfabriquées permettant des
portées plus longues. Nous retrouvons également ce type de silice dans les bétons
projetés. Ceci entraine une utilisation plus efficace et I'obtention d'un béton de
meilleure qualité. Il présente une grande force d'adhérence et assure ainsi des
applications plus épaisses a chaque passage de la buse a béton avec moins de perte

de rebond (Bredy Tuffe et al. 2011; Detwiler, Kojundic, and Fidjestel 1997).
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Chapitre 2 : Toxicité des nanoparticules

|.  Effets chez I'Homme des nanoparticules

Les études sur le danger des nanoparticules sont nombreuses, cependant les données
d'exposition sont encore peu précises et résultent souvent de modélisations
mathématiques. Les organes cibles pouvant étre atteints par les nanoparticules sont
majoritairement la peau, le poumon et le tractus gastro-intestinal. lls y sont
directement exposés en cas de contamination accidentelle des travailleurs dans les
usines de production ou en cas d'usage de produits contenant les nanoparticules
(Carriere 2012). Avant de fusionner avec I'ANSES (Agence nationale de sécurité
sanitaire de l'alimentation, de |'environnement et du travail), I'AFSSET (Agence
francaise de sécurité sanitaire de I'environnement et du travail) a publié en 2006 des
rapports relatifs aux effets des nanomatériaux sur la santé de I'homme,
I"environnement et la sécurité au travail. Ces derniers indiquent qu'il faut améliorer la
connaissance des nanoparticules et des nanomatériaux, notamment en créant une
base de données exhaustive relative aux produits existant sur le marché et établissant
leurs caractéristiques. lls proposent également de déterminer une stratégie globale
de surveillance de I'exposition aux nanomatériaux dans les ateliers et dans
I'environnement et de mettre au point des tests normalisés de criblage toxicologique
a haut débit (AFFSET 2006; Courtois, Bémer, and Binet 2021).

Les connaissances relatives aux effets sur la santé humaine des nanoparticules sont
limitées. Le développement d'études épidémiologiques est un défi en raison du
manqgue de données d'exposition, de I'hétérogénéité des données produites et du
manque de représentativité des données actuelles sur [|'exposition aux
nanoparticules. L'étude de l'exposition aux polluants atmosphériques a mis en
évidence des effets cardiovasculaires et respiratoires a court terme (Prosie, Lesage,

and Deschamps 2008). Parmi les particules pour lesquelles des données
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épidémiologiques existent, les particules fines font partie de celles pour lesquelles
nous avons le plus de données. Les effets potentiels des particules fines documentés
chez 'homme sont issus d'études épidémiologiques de mortalité. L'incidence des
symptoémes cardiovasculaires pourrait étre liée au niveau élevé de concentration de
particules ultrafines dans I'atmosphére, provenant principalement des émissions des
véhicules. Des études sur 45 volontaires sains ont démontré que le taux de particules
inhalées (particules ultrafines < 2,5 um) a des effets directs sur la physiologie
cardiovasculaire avec des altérations du rythme cardiaque, se traduisant par la
dépression du segment ST, et une altération du diamétre artériel (Pekkanen et al.
2002). L'inhalation des particules ultrafines de carbone chez des volontaires
asthmatiques montre une augmentation de Iinflammation de [I'épithélium
pulmonaire, |'apparition d'une hyper-réactivité bronchique et une vasoconstriction
pulmonaire et/ou systémique. Une chute du taux des leucocytes est également mise
en avant (Frampton et al. 2006).

Les études épidémiologiques s'intéressant a la silice se sont dans un premier temps
intéressées aux effets de la silice cristalline. A I'heure actuelle, il est bien connu que
I'exposition a la silice cristalline peut induire des pathologies graves tels que la silicose
ou un cancer pulmonaire. L'impact de la silice amorphe sur la santé humaine, est
quant a lui, moins étudié (Leung, Yu, and Chen 2012).

Les éventuels effets néfastes des SAS-NP sur la santé ont jusqu‘a présent fait 'objet
de tres peu d'études épidémiologiques. Une étude menée sur 165 travailleurs
pendant 8 ans n'a montré aucune association entre |‘exposition aux SAS-NP
précipitées et la variation de la fonction pulmonaire (Wilson et al. 1979). D'autres
auteurs, dans une étude menée sur 131 travailleurs d'une usine de synthese de
vitamine C exposés a la silice amorphe, ont signalé une réduction des débits
expiratoires forcés dans le groupe exposé a la silice amorphe en comparaison au
groupe témoin, mais aucune relation exposition-réponse n’a été observée (Choudat

et al. 1990). Ces données ont été complétées en 2016 par une étude
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épidémiologique évaluant I'impact sanitaire d'une exposition chronique aux SAS-NP
sur la morbidité respiratoire non maligne. Cette étude a été menée sur 460 travailleurs
de cing usines allemandes de production de silice amorphe synthétique. L'exposition
a la silice amorphe synthétique a été associée a une réduction de la capacité vitale
forcée, mais n'a eu aucun effet sur le volume expiratoire forcé. Cette étude fournit
des preuves limitées d'effets mineurs, liés a la dose, de I'exposition chronique a la
silice amorphe synthétique sur la fonction pulmonaire (Taeger et al. 2016).

Un appel a données sur I'exposition aux SAS-NP en tant qu‘additif alimentaire a été
ouvert par |I'European Food Safety Authority (EFSA) entre octobre 2018 et mai 2020
avec pour objectif la réévaluation de I'utilisation de I'E551. Cependant, faute de
réponses, |'autorisation de cet additif alimentaire sera révisée sur la base de I'avis
scientifique actuel de I'EFSA. Selon I'’ANSES, pour une raison inexpliquée, aucun autre
appel a données supplémentaire ne sera ouvert. L'autorisation actuelle de cet additif
alimentaire serait révisée sur la base de |'avis scientifique actuel de I'EFSA et I'addlitif
pourrait étre retiré de la liste des additifs autorisés de I'Union européenne (AVICENN
2022). En attendant de connaitre les résultats, des scientifiques signalent des effets
indésirables non négligeables tels que des effets allergisants que nous développerons

dans les chapitres suivants.

ll.  Exposition aux nanoparticules et impact sur les systémes

biologiques

Nous pouvons étre exposés aux nanoparticules par différentes voies, soit par contact
avec la peau, soit par ingestion ou alors par inhalation. Ces différentes voies
d’exposition de |'organisme influeront sur le profil toxicologique des nanoparticules.
Plus rarement, pour certaines applications médicales, il est nécessaire d'injecter les
nanoparticules directement dans la circulation systémique (produit de contraste). Un

consommateur sera majoritairement exposé par contact dermique (cosmétiques,
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tatouages) ou par ingestion (additifs alimentaires) alors que certains travailleurs seront
exposés par inhalation (industrie du batiment et des travaux publics). Un méme type
de nanoparticules est susceptible d'induire des pathologies différentes selon les voies
d'exposition et par conséquent les organes exposés. A titre d'exemple, si les
nanoparticules sont inhalées, elles cibleront en premier lieu |'arbre respiratoire. Les
nanoparticules qui atteignent les alvéoles sont phagocytées par les macrophages
alvéolaires en fonction de leur taille. Ceux-ci, chargés de particules, quittent le niveau
alvéolaire et migrent dans l'interstitium alvéolaire vers les ganglions lymphatiques,
lieux de prolifération et de différenciation des cellules immunitaires, et vers la
circulation sanguine (figure 8) (Oberdérster, et al. 2005; Buzea, Pacheco, and Robbie

2008).
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Figure 8 - Différentes voies de pénétration des nanoparticules dans I'organisme et
risques associés

Schéma des différentes voies d'exposition aux nanoparticules, les organes affectés et les

maladies associées résultant d'études épidémiologiques, in vivo et in vitro. D'aprés Buzea et
al. 2007.
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A. Interactions entre les nanoparticules et la peau

La peau est le plus grand organe du corps humain, présentant une surface totale
d’environ 2 m?2. Elle forme une barriére de protection et représente par conséquent
I'organe le plus exposé a l|'environnement extérieur et potentiellement aux
nanomatériaux. Cependant, au méme titre que de nombreuses substances, la
pénétration des nanoparticules au travers de la peau est toujours controversée.

L'état de la peau ainsi que les contraintes mécaniques jouent un réle déterminant
dans la capacité des nanoparticules a la traverser (Oberdérster, et al. 2005). Bien que
plusieurs études révelent un passage au niveau des follicules pileux, des glandes
sébacées et des glandes sudoripares pour rejoindre la circulation systémique et les
nceuds lymphatiques (figure 9) (Hoet, Briiske-Hohlfeld, and Salata 2004), d'autres
études montrent l'incapacité des nanoparticules a franchir le stratum corneum lorsque

I"épiderme est sain (Zvyagin et al. 2008).

Stratum corneum

Stratum granulosu
Stratum spinosum 50-100 pm
Stratum basale =J
-
1-2 mm
-

i

Figure 9 - Voies de pénétration des nanoparticules a travers la peau

L'épiderme est constitué de trois couches de cellules : le stratum basale, le stratum spinosum
et le stratum granulosum. Les voies de pénétration cutanée des nanoparticules comprennent
les voies paracellulaires (a), transcellulaire (b). Elles peuvent pénétrer a travers la peau au
niveau des follicules pileux (c1), des pores sudoripares (c2) et des glandes sébacées (c3).

D'apres Smijs et Pavel, 2011.
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Il a été montré in vivo et in vitro que les SAS-NP pouvaient franchir la barriere cutanée
apres 28 jours consécutifs d'application topique. Les nanoparticules ont été
retrouvées au niveau du stratum corneum mais aussi des nceuds lymphatiques, du
parenchyme hépatique et du cortex cérébral. In vitro, ces études ont montré dans un
modele de kératinocytes que les SAS-NP étaient internalisées par ce type cellulaire et
qu’elles diminuaient sa prolifération. Il est également suggéré que la localisation
intracellulaire des SAS-NP serait étroitement liée avec l'induction des effets néfastes
observés. Par exemple, la localisation de particules les mitochondries serait liée a un
dysfonctionnement mitochondrial ou a un stress oxydant (Nabeshi et al. 2011; Matsuo
et al. 2016).

Monteiro-Riviere et al., ont montré in vitro et in vivo sur le porc (modele animal
accepté pour mimer la peau humaine) que des nanoparticules de TiO; et de ZnO
contenues dans les écrans solaires pouvaient pénétrer dans les couches supérieures
du stratum corneum lorsqu'il était 1ésé. La pénétration reste superficielle et est
modulée par les différentes formulations des cremes solaires (Monteiro-Riviere et al.
2011). Les nanoparticules peuvent aussi atteindre le sang et les ganglions
lymphatiques par I'intermédiaire des capillaires sanguins et des cellules phagocytaires
(cellules de Langerhans et macrophages). Ceci est observé majoritairement chez les
personnes tatouées, dont |'épiderme est perforé pour déposer |'encre au niveau du
derme. Les pigments contiennent des particules qui, une fois dans le derme, pourront
atteindre la circulation systémique et se distribuer potentiellement dans d‘autres
organes comme le foie (Sepehri et al. 2017). Une étude sur des explants de peau
humaine a souligné que les interactions particules-peau sont encore plus complexes
a appréhender que les interactions particules-cellule in vitro. En effet, elles abordent
la question du comportement des particules au contact de I‘environnement
multicellulaire de la peau qui pourrait modifier leurs propriétés et, par conséquent,
I'internalisation des particules par les cellules présentes dans les couches de la peau.

Deux études in vivo n'ont mis en évidence aucune toxicité cutanée lorsque les SAS-
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NP colloidales ou mésoporeuses étaient appliquées directement sur la peau saine
(Ryu et al. 2014; Lu et al. 2018). En raison de |utilisation répandue de la silice dans les
produits dermatologiques, certaines études tentent d'évaluer si |'utilisation des SAS-
NP dans ces derniers pourrait aggraver I'inflammation déja présente chez des patients
atteints de dermatite atopique ou de dermatite de contact. Il a aussi été montré que
sur une peau lésée les SAS-NP pouvaient étre retrouvées au niveau des kératinocytes
du stratum corneum (Rancan et al. 2012). Hirai et al. ont montré in vivo sur un modéle
de souris NC/Nga, mimant la dermatite atopique, que |'application de SAS-NP, dont
le procédé d'obtention n'est pas précisé, associées aux antigénes d’acariens aggrave
les |ésions cutanées de type dermatite atopique de maniere dépendante de la taille.
Ceci se traduit par une augmentation de la production d'IL-18 et de TSLP (Thymic

stromal lymphopoietin) (Hirai et al. 2012; 2015).

B. Interactions entre les nanoparticules et le tube digestif

Les nanoparticules sont omniprésentes dans |'industrie agro-alimentaire. Elles sont
utilisées en tant qu’additif alimentaire mais peuvent également étre présentes dans
les emballages. L'ingestion de nanoparticules peut se faire par ingestion directe des
nanomatériaux contenus dans |'alimentation, les cosmétiques ou les médicaments.
Elles peuvent également étre éliminées de la voie respiratoire par le drainage muco-
ciliaire et se retrouver alors dans le tractus gastro intestinal (Oberdorster, et al 2005).
Avec pres de 200 m? de surface, I'épithélium intestinal présente une forte capacité

d'interaction avec les nanomatériaux.

Selon plusieurs études, apres ingestion, la translocation des nanoparticules dans et a
travers la muqueuse gastro-intestinale peut se produire par quatre voies différentes
(figure 10) :

- L'endocytose médiée par les entérocytes
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- La transcytose par les cellules M, cellules présentatrices d’antigéne
- La translocation par persorption intestinale et voie paracellulaire

- La translocation paracellulaire
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Figure 10 - Schéma des voies de translocation des nanoparticules au travers de
I"épithélium gastro-intestinal

1. Endocytose par les entérocytes (principal type cellulaire de I'épithélium intestinal) par
lesquels de tres petites NPs (diametre <50-100nm) peuvent traverser. 2. La transcytose par
les cellules M, concentrées dans les plaques de Peyer (amas lymphoides dans l'intestin gréle).
3. Passage par persorption au travers de lacunes laissées dans |'épithélium suite a la perte
d'entérocytes (apoptose). De petites et larges NPs sont susceptibles d'accéder aux
muqueuses de l'intestin par cette voie, qui reste quantitativement peu efficace. 4.
Translocation paracellulaire, déterminée par I'efficacité des complexes de protéines des
jonctions serrées qui régulent cette voie de passage entre les cellules épithéliales. Le passage
paracellulaire est classiquement une voie d'échanges pour |'eau et les électrolytes. Seules des
NPs de petites dimensions, hydrophiles, sont susceptibles de traverser I'épithélium intestinal

par cette voie chez l'individu sain. Adapté de Powell et al. 2010

La voie de transcytose par les cellules M est la voie la plus abondamment décrite pour

I'absorption des nanoparticules présentes dans la lumiére intestinale, en particulier
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pour les NP de grande taille (20-100 nm) et les agrégats submicroniques (100-500 nm)
(Turner 2006; Houdeau 2012; 2018).

Les premieres études menées sur |'exposition aux nanoparticules par la voie digestive
ont été réalisées par Jani et al. Apres administration orale de nanoparticules de
polystyréne chez le rat, une absorption par la muqueuse de ces particules de maniére
dépendante de leur taille a été constatée (P. Jani et al. 1990). Ces particules ont été
retrouvées au niveau des plaques de Peyer mais aussi dans certains organes tels que
le foie, la rate, la moelle osseuse et les reins. Quelques années plus tard, cette méme
équipe a mis en évidence le passage de la barriére intestinale aprés administration
orale de nanoparticules de dioxyde de titane a la dose de 12,5 mg.kg’ et dont la
taille allait jusqu’a 500 nm (Jani, McCarthy, and Florence 1994).

Les SAS-NP sont concernées par I'exposition par voie digestive. Elles sont largement
utilisées dans I'industrie agro-alimentaire en tant qu’anti-agglomérant et épaississant
depuis 1920. Selon le forum NanoResp (espace de dialogue multi-acteurs dédié aux
nanotechnologies), la consommation européenne est en moyenne de 9,4 mg.kg™ de
poids corporel par jour pour un homme de 70 kg, ce qui équivaut a environ 660
mg.jour” alors que la consommation ne devrait pas dépasser la NOAEL (No Observed
Adverse Effect Level) qui est de 5 mg.kg”.jour' (Compte Rendu NanoResp 2017’
2017; 'Compte Rendu NanoResp 2018'2018). Des études ont montré sur des modeéles
de digestion humaine in vitro que les SAS-NP devenaient biodisponibles dans des
« conditions intestinales », c'est-a-dire a pH faible et en présence d'un fort taux
d'électrolytes (Peters et al. 2012). Dans un modele mimant les sacs intestinaux, il a été
mis en évidence que des SAS-NP carboxylées d'une taille de 70 nm de diamétre
étaient absorbées au niveau intestinal. Cependant, aprés 28 jours d’exposition de rats
a ces particules, aucun effet biologique in vivo n'a été observé (Yoshida et al. 2014).
Plus récemment, dans un modéle de souris atteintes d'une colite, une exacerbation
de la pathologie a été observée lorsque les animaux étaient exposés par voie orale a

3 mg.kg”.jour" de SAS-NP de 10 nm de diametre, dont le procédé d'obtention n’est
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pas déterminé, pendant 8 jours. La dose utilisée dans cette étude est comparable a
la consommation humaine de SAS-NP en tant qu'additifs alimentaires (EFSA Panel on
Food Additives and Nutrient Sources added to Food (ANS) et al. 2018). En revanche,
aucune influence sur linflammation intestinale n'a été observée avec des
nanoparticules de plus gros diamétre. Les SAS-NP de plus petit diamétre
pénétreraient la barriere muqueuse intestinale pour atteindre la lamina propria
intestinale, ou elles activeraient les macrophages. Le mécanisme d’'exacerbation de
I'inflammation observé aurait lieu par [lintermédiaire de I‘activation de
I'inflammasome NLRP3 (NOD-like receptor family pryrin domain containing 3).
Cependant le mécanisme par lequel les SAS-NP traversent la barriére muqueuse

intestinale dans cette étude n’est pas encore compris (Ogawa et al. 2021).

C. Interactions entre les nanoparticules et les poumons

L'appareil respiratoire constitue une des voies d’exposition aux nanoparticules qui
suscite le plus d'intérét. Cette voie est largement étudiée du fait des maladies
pulmonaires professionnelles liées a l'inhalation de silice cristalline et d’amiante
pouvant entrainer des pneumoconioses et des cancers (Wagner, Sleggs, and
Marchand 1960; Leung, Yu, and Chen 2012). L'exposition professionnelle peut
survenir lors de la fabrication et de I'utilisation des nanoparticules. Bien que les
travailleurs soient les plus concernés par les risques d‘inhalation de nanoparticules,
I'opinion publique est plus sensibilisée aux questions relatives a la pollution de I'air
par les particules fines et ultrafines. Du fait de leur taille, les nanoparticules se
déposent a différents niveaux de l'arbre respiratoire. Les nanoparticules inhalées
peuvent soit étre exhalées, soit se déposer dans les régions nasopharyngée,
trachéobronchique et alvéolaire (figure11). La commission internationale de
protection radiologique a mis au point un modéle mathématique prédictif permettant

de déterminer les régions de dépdt des particules inhalées au sein de |'appareil
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Fraction déposée (%)

respiratoire. Ces prévisions s'appliquent aux particules inhalées sous forme de
singulet et non sous forme d'agrégats (Oberdérster, et al 2005; van Rijt, Bein, and
Meiners 2014). En fonction de leur taille, elles n'auront pas le méme devenir. Les
particules de I'ordre du micrometre seront retrouvées majoritairement au niveau des
voies aériennes supérieures (fosse nasale, bouche, pharynx, larynx). Les
nanoparticules quant a elles seront retrouvées majoritairement dans les voies
respiratoires inférieures notamment au niveau des alvéoles pulmonaires (figure 10)

(Carvalho, Peters, and Williams 2011).
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Figure 11 - Devenir des particules inhalées en fonction de leur taille au niveau
pulmonaire.

A) Influence de la taille des particules inhalées sur la répartition au niveau pulmonaire. B)
Représentation schématique du dépdt des nanoparticules dans les poumons en fonction de

leur taille. D'apres I'INRS Dossiers nanomatériaux, nanoparticules et Rijt, Bein et Meiners
2014.

La taille des particules influencera également leur clairance. Les particules ayant une
taille supérieure a 5 pm sont plus facilement éliminées par exhalation. Les particules
de taille comprise entre 1 et 5 um seront largement phagocytées et éliminées par les
macrophages alors que les particules de taille inférieure a 1 pm se déposeront au

niveau des alvéoles (van Rijt, Bein, and Meiners 2014). Certaines particules ne seront
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pas éliminées efficacement par phagocytose, par exemple dans le cas de nanofibres
ou nanotubes trop longs pour étre entiérement pris en charge par la cellule (Brown et
al. 2007). On parle alors de « phagocytose frustrée » ou incompléte. A la suite de ce
phénomeéne, les nanoparticules pourront alors s'accumuler au niveau alvéolaire et
seront susceptibles de passer la barriere alvéolo-capillaire pour rejoindre les
structures ganglionnaires, atteindre la circulation générale et d'autres organes (figure
12) ( Oberdorster, et al 2005; Rothen-Rutishauser, Kiama, and Gehr 2005). Des
mécanismes d’inflammation, de stress oxydant, de génotoxicité ou d'apoptose
peuvent étre déclenchés (Kuschner and Wright 1976). Une altération de clairance des
NP peut également mener a la biopersistance de ces dernieres. Sun et al. ont montré
sur un modele murin que les SAS-NP pyrogénées pouvaient persister dans le poumon
et ainsi provoquer une réaction inflammatoire avec |'assemblage des sous-unités de

I'inflammasome NLRP3 (Sun et al. 2016).
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Figure 12 - Effets potentiels des nano-objets inhalés sur la santé.

D’apres le rapport de I'INRS nanomatériaux, nanoparticules 2016.

Les SAS-NP sont concernées par |'exposition par voie respiratoire notamment du fait

de leur usage dans les industries du batiment et des travaux publics et des

51



pneumatiques. Les effets toxiques par voie pulmonaire ont été confirmés sur des
modeéles in vivo. Ainsi, Guichard et al. ont montré que des expositions courtes de 3,
24 ou 48h aux SAS-NP pyrogénées par instillation intratrachéale chez les rats
provoquaient une inflammation pulmonaire dose-dépendante (Guichard et al. 2015).
De méme, une perturbation de 'homéostasie vasculaire accompagnée d'un stress
oxydant a été observée chez des rats traités par instillation intratrachéale avec des
SAS-NP précipitées. Il a également été démontré que des SAS-NP obtenues par la
méthode de Stober administrées par instillation intranasale provoquaient des
changements neurodégénératifs (You et al. 2018; Li et al. 2019). Chez les souris
traitées pendant 7 jours par instillation intranasale avec des SAS-NP dont le procédé
d’obtention n’est pas précisé, une activation anormale de la cascade de coagulation
a été observée, en particulier en raison de |'activation du facteur de coagulation XII
et des plaquettes (Yoshida et al. 2013). Enfin, une étude chez le rat a permis de mettre
en évidence une translocation de SAS-NP, dont le procédé d'obtention n'est pas
précisé, dans la circulation ainsi qu’une distribution au niveau cardiaque apres une
instillation intranasale. Ceci entrainant alors un dysfonctionnement endothélial ainsi
que des lésions du myocarde (Du et al. 2013; Li et al. 2019; Guo, Liu, and Li 2021).

Il est nécessaire de souligner que la plupart des études ont été réalisées sur des
animaux sains. Cependant nous pouvons constater que de plus en plus d'études
menées sur des modeles pathologiques suggerent que I'inhalation de nanoparticules
peut aggraver des pathologies préexistantes (Cao et al. 2020; Zhu et al. 2021).
Récemment, une étude sur des souris déficientes pour I'apoprotéine E (modeéle utilisé
pour mimer les pathologies métaboliques et largement utilisé dans la recherche en
nanotoxicologie) a permis de mettre en évidence une inflammation systémique et une
exacerbation de la fibrose tissulaire lors d'une exposition hebdomadaire par
instillation intratrachéale de SAS-NP précipitées. Ceci se traduisait par la sécrétion de
médiateurs inflammatoires par les mastocytes tels que I'IL-4, I'lL-13, le GM-CSF

pouvant contribuer a la mise en place de la réponse immunitaire et a la progression
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de la fibrose pulmonaire notamment (Li et al. 2022). L'IL-4 et I'IlL-13 ont été décrits
comme des médiateurs inflammatoires cruciaux dans la pathogénese de la fibrose
tissulaire, y compris la prolifération des fibroblastes et la synthese du collagene
(Jakubzick et al. 2004; Fichtner-Feigl et al. 2006). Il a également été prouvé que le
GM-CSF jouait un role dans la promotion de l'inflammation et de la fibrose
interstitielle progressive dans les |Iésions tardives d'ischémie-reperfusion rénale (Xu,

Sharkey, and Cantley 2019).

lIl.  Paramétres physico-chimiques influengant la toxicité des

nanoparticules

Du fait de leur taille a I'échelle nanométrique, d’une grande surface spécifique, de
leur réactivité de surface et de leur composition chimique, les nanoparticules
interagissent différemment avec les systémes biologiques en comparaison a des
particules de taille plus importante du méme matériau (Seydoux et al. 2014).
L'interaction des nanomatériaux avec leurs cibles ainsi que leur internalisation sont
affectées par leurs propriétés physico-chimiques telles que la taille, la charge ou

encore la forme.

A. Influence de la taille et de la forme

La taille joue un réle majeur dans le potentiel toxique des nanoparticules. Plus la taille
des nanoparticules diminue, plus le rapport surface/volume augmente, ce qui les rend
plus réactives et ainsi potentiellement plus toxiques. Pour un méme volume occupé,

les particules a I"échelle nanométrique auront davantage de surface exposée au milieu

53



extérieur que des particules micrométriques. Ceci augmente alors les possibilités
d’interactions avec les différents composants du milieu environnant (Sukhanova et al.
2018).

La taille des nanoparticules conditionnera également leur capacité a traverser les
barrieres physiologiques telles que la peau, la barriere alvéolo-capillaire mais aussi
leur site de dépdt, notamment au niveau respiratoire. A |"échelle cellulaire, la taille
affectera leur internalisation par les cellules mais aussi leur devenir (figure 13).
Différents mécanismes pourront étre mis en jeu. L'endocytose est le processus le plus
fréquent pour les particules inférieures a 200 nm de diametre. C’est un phénomene
membranaire entrainant l'invagination de la membrane plasmique pour former des
vésicules qui internaliseront du matériel extracellulaire. La pinocytose et la
macropinocytose (figure 13b) permettent d'internaliser de maniere non-spécifique
des particules de tailles supérieures a Tpm. La pinocytose est un type d’endocytose
permettant la capture de micromolécules et de solutés dans de petites vésicules qui
seront redirigées vers les lysosomes. La macropinocytose, quant a elle, est une
invagination de la membrane cellulaire par I'intermédiaire de filaments d'actine pour
former une poche qui internalisera du liquide extracellulaire. Enfin, la phagocytose
permet d'internaliser des particules allant d'une taille d'un a une dizaine de
micrometres de diameétre. Elle est décrite comme un type d'endocytose particulier,
internalisant des substances étrangeres solides a |'échelle nanométrique (Jiang et al.
2008; Petros and DeSimone 2010; Rancan et al. 2012; Bannunah et al. 2014). La taille
des objets peut également mener a une phagocytose frustrée. Schinwald, Chernova
et al. ont montré que les nanofibres d‘argent allant de 3 @ 10 pm de longueur
pouvaient étre complétement phagocytées par les macrophages pulmonaires murins
tandis que les mémes nanofibres de 14 pm de longueur subissaient une phagocytose
frustrée et provoquaient l'apparition d‘une inflammation au niveau pulmonaire

(Schinwald, Chernova, and Donaldson 2012).
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Figure 13 - Internalisation cellulaire des nanoparticules en fonction de leur taille.

(a) Internalisation des particules jusqu’a 10 pym par phagocytose ; (b) internalisation de
particules plus petites par macropinocytose (environ 1pym) ; internalisation de particules plus
petites par endocytose cavéole-dépendante, invaginations recouvertes de cavéolines et
enrichies en cholestérol et en sphingolipides. (c), Clathrine dépendante : internalisation de
particules médiée par des récepteurs induisant la formation d'un réseau de clathrine
provoquant |invagination de la membrane (d) et vacuole et clathrine indépendante,
internalisation de matériel médiée par des récepteurs ne faisant appel ni aux cavéoles ni aux

clathrines (e) avec chacune des contraintes de taille spécifiques. D'apreés Petro et al., 2010.

In vivo, il a été montré que l'installation intranasale de SAS-NP, dont le procédé
d'obtention n'est pas précisé, induisait une distribution des nanoparticules
dépendante de la taille. Les particules de silice les plus grandes (300 et 1000 nm) ont
été retrouvées dans les cellules épithéliales de la cavité nasale et dans les cellules
épithéliales alvéolaires de type Il du poumon, tandis que les SAS-NP de taille
inférieure a 100 nm traversaient la cavité nasale et étaient distribuées dans le foie et
le cerveau. Ceci était accompagné d'une activation anormale de la cascade de

coagulation (Yoshida et al. 2013).
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Une étude a montré in vitro sur un modeéle de cellules endothéliales issues de veines
ombilicales que les SAS-NP de taille comprise entre 14 et 16 nm étaient plus
cytotoxiques que les nanoparticules de plus grosse taille comprises entre 20 et 60 nm
(Napierska et al. 2009). In vivo, il a été montré sur un modeéle de souris BALB/c que la
taille influencait I'effet adjuvant observé. Ce dernier était augmenté lorsque la taille
des particules diminuait (Toda and Yoshino 2016).

La forme, qui peut étre tres variable, contribue aussi aux effets toxiques engendrés
par les nanoparticules. Les formes caractéristiques des nanoparticules sont
sphériques, ovales, cylindriques ou encore cubiques (figure 14). La toxicité des
nanoparticules dépend fortement de leur forme. Ceci a été démontré pour de
nombreuses nanoparticules de différentes formes et compositions chimiques

(Hamilton et al. 2009; Kong et al. 2011).

Sphérique Triangulaire Cubique

Hexagonal Ovale Hélicoidal

Prismatique Cylindrique Fibreux ou filamenteux

Figure 14 - Différentes formes de nanoparticules. Adapté de Gatoo et al. 2014
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La toxicité semble étre aggravée par la forme fibreuse ou filamenteuse des nano-
objets. Les particules longues comme les nanotubes ou les nanofilaments seraient
plus toxiques que les particules sphériques de composition chimique identique. Ceci
a notamment pu étre observé avec des nanoparticules de polystyréne ainsi que pour
les nanotubes de carbone (Petros and DeSimone 2010; Porter et al. 2013). La forme
jouerait également un réle dans l'internalisation par les cellules, les nanoparticules
sphériques étaient plus aptes a I'endocytose que les nanotubes et les nanofibres
(Champion and Mitragotri 2006; Petros and DeSimone 2010). Il a été observé que les
nanoparticules de polystyréne sphériques étaient internalisées plus rapidement et en
plus grande quantité que les nanoparticules en forme de baténnets ou de fibres
(Gatoo et al. 2014). De plus, des études réalisées sur des nanoparticules du dioxyde
de titane (TiO,) et d'oxyde de zinc (ZnO) suggérent que les nanoparticules sphériques
seraient moins cytotoxiques et induiraient une moindre production d’IL-8 que des
nanotubes de diameétres équivalents (Hsiao and Huang 2011; Porter et al. 2013).
D'aprés les travaux de Porter et al., contrairement aux souris exposées aux
nanospheres de TiO,, celles exposées aux nanotubes de TiO, présentent une
inflammation et des Iésions pulmonaires dépendantes de la dose (Porter et al. 2013).
Des résultats similaires ont également été observés avec des nanoparticules
d’hydroxyapatite (Zhao et al. 2013).

Deux études, in vitro et in vivo, ont mis en évidence que la forme des SAS-NP
mésoporeuses avait un effet sur I'internalisation, les fonctions cellulaires mais aussi sur
la biodistribution. In vitro, dans des cellules de mélanome A375, les SAS-NP en tiges
courtes (NSR) et en tiges longues (NLR) induisaient une plus forte apoptose ainsi
qu’une diminution de I'expression de la molécule d’adhésion MCAM (melanoma cell
adhesion molecule) en comparaison a des SAS-NP sphériques de méme diamétre. De
plus, la méme équipe a montré que la forme des SAS-NP avait un impact sur leur

biodistribution ainsi que leur clairance. Les SAS-NP NSR se distribuaient plus
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facilement dans le foie tandis que les NLR se concentraient dans la rate. De plus, les

NLR avaient une clairance plus rapide que les NSR (Huang et al. 2010; 2011).

B. Influence de la composition et de la chimie de surface

La composition chimique des nanoparticules est un facteur clé contribuant a leur
toxicité (Gatoo et al. 2014). Elle est trés variable étant donné que tous les groupes de
matériaux sont concernés par l'influence de la composition chimique, bien que les
nanoparticules métalliques soient les plus représentées dans la littérature. La
composition du matériau peut avoir plusieurs impacts sur le devenir des
nanoparticules. Elle peut jouer, par exemple, sur sa capacité de dissolution. Certains
métaux tels que le zinc se dissolvent plus facilement une fois internalisés et les ions
libérés engendreront une cytotoxicité se traduisant par une fuite du cytoplasme, une
diminution significative de la viabilité cellulaire. La dissociation intracellulaire des
nanoparticules de ZnO en ion Zn?** perturbera I'homéostasie des ions zinc, entrainant
une augmentation de la production des espéces réactives de |'oxygene (ERO) et
perturbant ainsi l'intégrité membranaire, la fonction mitochondriale et menant a la
nécrose cellulaire (Wang et al. 2014).

La composition des nanoparticules influence par conséquent leur chimie de surface.
Celle des nanoparticules métalliques telles que les nanoparticules d’or, d’argent ou
de cobalt peut engendrer une toxicité en produisant des radicaux libres et des ions
superoxydes (Fu et al. 2014).

A leur surface, les SAS-NP vont exprimer différents groupements chimiques tels que
les silanols isolés, vicinaux, géminaux et les siloxanes (figure 15) (Croissant et al. 2020).
La toxicité des SAS-NP dépendrait de la densité et de la répartition de ces

groupements a leur surface (Pavan et al. 2014; Sun et al. 2015; Pavan et al. 2020).
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Figure 15 - Groupements chimiques de surface des silices amorphes synthétiques
(Cooredor-Rojas et al. 2018)

La chimie de surface des SAS-NP est dépendante de leur voie de synthése. Les silices
précipitées présentent une plus grande densité de silanols que les silices pyrogénées.
Il semblerait que plus les nanoparticules possedent de groupements silanols, plus
elles sont réactives vis-a-vis des membranes cellulaires (Zhang et al. 2012). Il a été
montré que les effets inflammatoires dans le poumon des SAS-NP obtenues par
pyrolyse a flamme (AEROSIL, Evonik) sont réduits lorsque I'on diminue le nombre de
groupements silanols a leur surface. Ceci est réalisé soit par un processus de
calcination (condensation des groupements silanols a la surface) soit par un processus
de dopage a I'aluminium par pyrolyse a flamme (Sun et al. 2015).

Les silanols endommageraient les membranes des phagolysosomes et des
macrophages pulmonaires, activant ainsi l'inflammasome NLRP3, conduisant a la
libération d'IL-18 (Pavan et al. 2019). Cependant, I'activité toxique des SAS-NP ne
semble pas étre expliquée seulement par la densité de silanols mais aussi par leur
répartition a la surface des particules. L'équipe de Pavan et al. a montré que ce ne
serait pas la densité mais plutét la répartition des groupements silanols et siloxanes a
la surface des nanoparticules qui jouerait un réle sur leur activité hémolytique, en
d’autres termes leur capacité a altérer la membrane des globules rouges induisant la
libération d’'hémoglobine. En effet, les silanols et siloxanes donneurs d’hydrogene

interagiraient avec les phospholipides de la membrane des globules rouges,
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engageant alors des interactions électrostatiques et menant a I'hémolyse (Pavan et al.
2013). Plus récemment, la méme équipe a mis en évidence la formation de
NFS (Nearly Free Silanols) a la surface des SAS-NP. Ces derniers seraient composés
de plusieurs groupements silanols situés & une distance comprise entre 4 et 6 A les
uns des autres formant de faibles interactions de type liaisons hydrogénes et liaisons
de Van der Waals. Les NFS favoriseraient I'établissement d'interactions avec les
composants membranaires tels que la phosphatidylcholine (figure 16) et l'initiation
des événements pro-inflammatoires observés in vitro. La découverte des motifs NFS
est pertinente pour le développement de nouveaux tests toxicologiques prédictifs.
Les NFS contribueraient aux mécanismes de reconnaissance moléculaire qui

orchestrent les réponses immunitaires humaines aux nanomateriaux a base de silice

(Pavan et al. 2020; 2022).

Phosphatidylcholine

Figure 16 - Représentation schématique d’un groupement nearly-free silanol.

Représentation  schématique  d'un  groupement NFS interagissant avec |la
phosphatidylcholine, un élément constitutif des membranes cellulaires. Les distances entre
les groupements H du NFS et les oxygenes du groupement phosphate sont exprimés en

angstroms. D'apres Pavan et al. 2019.
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C. Influence de la corona

Le phénoméne d'adsorption de protéines sur des particules a été décrit pour la
premiére fois en 1962 lors de I'étude des interactions entre des poudres hydrophobes
et des échantillons de plasma (Vroman 1962). Cependant, c’est en 2007 que le terme
corona protéique a été introduit pour décrire la structure dynamique qui se forme a
la surface des nanomatériaux lors de leur interaction avec les milieux biologiques
(protéines, lipides) (Walczyk et al. 2010; Monopoli et al. 2012; Garcia-Alvarez and
Vallet-Regi 2021). Cedervall et al. ont mis en évidence I'importance de cette corona
pour la bio-identité des nanomatériaux et donc de leurs potentiels effets bénéfiques
ou toxiques (Cedervall et al. 2007; Monopoli et al. 2012; Brun and Sicard — Roselli
2014).

La corona est décrite comme une structure dynamique multicouche formée par les
composants du milieu adsorbés a la surface des nanomatériaux au contact de leur
environnement physiologique (Docter et al. 2015). La corona peut étre divisée en
deux parties : la « hard corona » et la « soft corona ». La hard corona correspond a la
couche la plus interne de composants étroitement liés aux nanoparticules avec une
constante de dissociation lente. La couche externe, constituée de composants
faiblement liés ayant une constante de dissociation plus rapide que la hard corona,
est appelée soft corona (figure 17) (Ke et al. 2017; Garcia-Alvarez and Vallet-Regi
2021).

La nature des composants formant la corona dépend notamment de la voie
d’exposition et définira en partie les réactions qui vont se produire par la suite :

reconnaissance cellulaire, internalisation, organes cibles et toxicité.
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Hard Corona : Soft Corona :

* Formation entre quelques secondes ™. * Formation en plusieurs heures

et quelques minutes * Faible affinité pour les protéines
* Forte affinité pour les protéines * Liaisons faibles
* Liaisons fortes * Constante de dissociation rapide
* Constante de dissociation lente

Figure 17 - Formation de la corona sur les nanoparticules.

Lorsque les nanoparticules sont au contact des milieux biologiques, elles se recouvrent de
certains de leurs composants formant alors une couronne, également appelée corona. En
fonction de la force des liaisons entre les composants du milieu et les nanoparticules, deux
types de corona se formeront, la « hard corona » et la « soft corona ». Adapté de Garcia-
Alvarez and Vallet-Regi, 2021)

L'une des principales voies d'entrée des nanoparticules dans le corps est la voie
respiratoire. Dans les poumons, les nanoparticules interagiront d'abord avec le
surfactant pulmonaire avant de franchir la paroi alvéolaire (Rothen-Rutishauser, Kiama,
and Gehr 2005). De ce fait, il est pertinent de se demander si la formation de la corona
qui suit I'interaction des particules avec le surfactant pulmonaire pourrait impacter
leurs effets. Le surfactant pulmonaire est composé essentiellement de phospholipides
mais aussi de protéines, il est sécrété par les pneumocytes de type 2 et forme un film
mince recouvrant la totalité de la surface des alvéoles pulmonaires. Une étude menée
sur les nanoparticules contenues dans les gaz d'échappements (dioxyde de titane,
dioxyde de silice, oxyde de zinc) a mis en évidence que la formation de la corona suite
a l'interaction avec le liquide bronchoalvéolaire favoriserait leur internalisation ainsi

que la sécrétion d'IL-8 par la lignée cellulaire THP-1 (Shaw et al. 2016).

62



Il 'a été montré que certains composants du surfactant tels que la protéine SP-D
pourraient moduler 'internalisation des particules de pollen et diminuer la réponse
inflammatoire induite (Schleh et al. 2012). Il a été suggéré qu’en présence d'une
corona formée au contact de surfactant pulmonaire, il y aurait une diminution de
I'internalisation des SAS-NP colloidales par les cellules épithéliales pulmonaires et les
macrophages alvéolaires. Le surfactant influencerait la sédimentation des
nanoparticules, préviendrait leur contact avec les membranes cellulaires et ainsi leur
internalisation (Vranic et al. 2013). Les effets observés pourraient étre expliqués par
les objets formés lors de l'interaction entre le surfactant pulmonaire et les SAS-NP.
Les travaux de F. Mousseau ont mis en évidence que les SAS-NP, suite au contact
avec le surfactant pulmonaire, seraient prises au piege au sein de vésicules lipidiques
(figure 18). Ceci modifierait alors leur réactivité vis-a-vis de leur environnement
biologique, notamment leur internalisation par les cellules présentes a la barriere

broncho-alvéolaire (Mousseau 2017).

B)

Figure 18 - Représentation de linteraction de nanoparticules de silice chargées
négativement avec le Curosurf®.

A) Image de cryo-microscopie électronique a transmission d'une dispersion de Curosurf® et
de nanoparticules de silices chargées négativement. Des particules sont libres en solution,
certaines sont en amas de quelques unités et d'autres sont en interaction avec des vésicules
de Curosurf®. B) Représentation schématique des différentes structures formées par les
nanoparticules de silice négatives et le Curosurf®. D’aprés Mousseau, 2017.
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Une autre étude a montré que la préincubation de nanotubes de carbone a paroi
multiple avec 3% de substitut de surfactant pulmonaire provoque I'augmentation de
la production d’'ERO, une libération de chimiokines inflammatoires telles que le TNF-
a et 'lL-8, ainsi que |'apoptose de macrophages dérivés de monocytes humains. Les
composants du Curosurf® liés aux nanotubes de carbone affectent non seulement la
réponse intracellulaire aux nanotubes de carbone mais aussi la cinétique d'absorption
de ceux-ci et donc probablement les temps de réaction des cellules aux nanotubes
de carbone (Gasser et al. 2012). Les quantités de Curosurf® et les unités de mesure
utilisées dans la littérature sont tres hétérogénes. Il est donc difficile d’estimer
I"exposition que cela pourrait représenter in vivo.

La formation de la corona peut également moduler la conformation des protéines qui
s'adsorbent a la surface et ainsi moduler leur effet. Ceci a été observé lors de
I'interaction entre des nanoparticules d'or et de fibrinogéne induisant le dépliement
de ce dernier et son interaction avec le récepteur Mac-1 (Deng et al. 2011). Cette

étude sera détaillée dans le chapitre 3.

D. Influence du degré d'agrégation et d’agglomération

Comme précisé dans le chapitre précédent, les nanoparticules peuvent se présenter
sous forme d’'agrégats ou d'agglomérats de tailles et de formes variables. Ces
propriétés influenceront leur toxicité. Les états d'agrégation et d'agglomération
dépendent notamment de la taille, la charge et la composition des nanoparticules
(Gatoo et al. 2014). Les agglomérats de nanoparticules sont des amas de petite taille,
inférieure a 500 nm. Leur cohésion est majoritairement due a des liaisons faibles
électrostatiques ou des forces de Van der Waals. De ce fait, ils peuvent étre rompus
facilement (Yan et al. 2017). Chez des souris exposées par voie intraveineuse a des
nanotubes de carbone pendant 3 mois, il a été observé que les nanotubes de carbone

s'accumuleraient principalement dans le foie, la rate et les poumons sans entrainer de
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toxicité aigué. lls induisent des effets cytotoxiques, marqués par une baisse du taux
de glutathion (GSH), en raison de |'accumulation d'agrégats a long terme (Yang et al.
2008). L'équipe de Murugadoss et al. a quant a elle démontré que les gros agrégats
de SAS-NP précipitées induisaient une plus faible cytotoxicité in vitro en comparaison
aux particules non agrégées et aux petits agrégats. Cependant les agrégats de
nanoparticules de silice compris entre 100 et 600 nm présentent une cytotoxicité
similaire aux particules primaires (Murugadoss et al. 2020).

Des liaisons covalentes s'établissent entre les nanoparticules libres pour former des
agrégats de plus grande taille et difficiles a rompre. La taille la plus importante de ces
agrégats entraine leur sédimentation. Cela rend leur internalisation par les cellules
plus difficile. Ainsi la formation d’agrégats modifie la toxicité des nanomatériaux
(Gunter Oberdorster 2001). Il a été observé sur une lignée cellulaire de mésothéliome
humain MSTO-211H que les agrégats de nanotubes de carbone étaient plus
cytotoxiques que des nanotubes de carbone dispersés. lls entrainent également une

augmentation de la fibrose pulmonaire (Wick et al. 2007).
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Chapitre 3 : Les mécanismes cellulaires et moléculaires
de la réponse immunitaire adaptative aux
nanoparticules

Le systeme immunitaire a la charge de répondre aux diverses attaques extérieures,
qu’elles soient bactériennes, virales ou parasitaires. La défense de I'héte repose sur
une action concertée de I'immunité innée non spécifique de l'antigene et de
I'immunité adaptative qui, elle, est spécifique de l'antigene. Une fois I'antigene
détecté et apprété par les cellules présentatrices de |'antigéne (CPA), I'immunité
adaptative se mettra en place afin de prodiguer une protection durable contre
I'antigéne. Dans ce chapitre, nous détaillerons les mécanismes cellulaires et

moléculaires de la réponse immunitaire aux nanoparticules.

|.  Maturation des cellules présentatrices de I'antigéne et

présentation de |'antigéne

A. Cellules présentatrices de |'antigene

Les CPA sont des cellules sentinelles de |'organisme. Elles échantillonnent
constamment |'environnement et détectent les signaux de danger ou pathogénes au
contact de I'organisme.

On distingue deux catégories de CPA. Celles dites non professionnelles, comprenant
tous les types de cellules nucléées capables de présenter des antigénes endogénes
via les molécules de complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe |
associées a la B-2 microglobuline (Kambayashi and Laufer 2014). Les CPA
professionnelles quant a elles sont spécialisées dans la présentation des antigenes
aux lymphocytes T (Mann and Li 2014). Elles sont caractérisées par leurs capacités

d’internalisation mais aussi par la présence de molécules de CMH de classe Il a leur
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surface. Les principaux types de CPA sont les cellules dendritiques (DC), les
macrophages et les lymphocytes B (LB) (Kambayashi and Laufer 2014).

Les cellules dendritiques sont des cellules professionnelles présentatrices d'antigene
uniques car elles sont les seules capables d'induire des réponses immunitaires
primaires, permettant |'établissement d'une mémoire immunologique (Banchereau et
al. 2000). Il existe une grande diversité de DC, toutes issues des mémes progéniteurs
hématopoiétiques, a I'exception des cellules de Langherans (LC) qui sont d’origine
médullaire. Dans la moelle osseuse, les cellules souches hématopoiétiques
(hematopoietic stem cells - HSC) se différencient en précurseurs lymphoides (multi
lymphoid progenitor - MLP) et myéloides (granulocyte/monocyte progenitor - GMP)
puis en précurseurs des macrophages et des cellules dendritiques (monocyte-
dendritic cell progenitors - MDP). Les monocytes issus des MDP migrent vers le sang
puis vers les organes périphériques pour s'y différencier en DC présentant des profils
inflammatoires. Les DC inflammatoires sont retrouvées lors d'un état inflammatoire
ou infectieux. Elles sont produites a partir des monocytes, recrutées en réponse a des
stimuli microbiens ou lors du déclenchement d'une inflammation et disparaissent
lorsque I'inflammation est résolue (Guilliams et al. 2014; Satpathy et al. 2012; Merad
et al. 2013). Les DC inflammatoires humaines sont caractérisées par |'expression de
molécules exprimées par d'autres populations de cellules dendritiques (CMH I,
CD11¢c, BDCA1, CD1a, FCeRI) mais également de molécules habituellement
considérées comme des marqueurs des macrophages, telles que CD206, CD14 et
CD11b (Segura and Amigorena 2014). Les MDP peuvent également se différencier
en progéniteurs communs des DC (common dendritic cell progenitors - CDP) qui
selon le contexte, évolueront en DC plasmacytoides ou en pré-DC (Haniffa, Collin,
and Ginhoux 2013).

Selon leur localisation, fonction et origine, les DCs sont subdivisées en plusieurs sous-
populations (figure 19). Elles seront réparties en DC plasmocytoides (pDC),

majoritairement localisées dans les organes lymphoides, DC conventionnelles (cDCT1
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et cDC2), résidentes dans les organes lymphoides ou dans les tissus ou elles entrent
en contact avec les antigénes, DC inflammatoires, différenciées a partir de monocytes
sanguins lors d'une inflammation ou d'une infection, et les LC résidentes de
I"épiderme. La fonction premiére des cDC est la présentation des antigenes et
I'activation de LT naifs. Les cDC2 sont décrites comme les principales cellules
activatrices de LT CD4* naifs. Les pDCs sont spécialisées dans la production
d'interféron de type | et possedent une faible capacité de présentation. Les DC
inflammatoires ont pour fonction de détecter les antigénes et de migrer vers les tissus

ou elles se localisent dans les ganglions lymphatiques pour activer les LT naifs

(Eisenbarth 2019).
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Figure 19 - Sous-populations de cellules dendritiques.

L'expression des marqueurs indiqués varie en fonction des tissus. *

: marqueurs exprimés
uniquement sur les cellules humaines. cDC : cellules dendritiques conventionnelles ; CDP :
progéniteur commun aux cellules dendritiques ; CLP : progéniteur lymphoide commun ; iDC :
cellules dendritiques inflammatoires ; HSC : cellule souche hématopoiétique ; LC : cellules de
Langerhans ; MDP : progéniteur commun aux macrophages et aux cellules dendritiques ;
MoDC : cellules dendritiques dérivées de monocytes; pDC: cellules dendritiques
plasmacytoides ; TIP-DC : cellules dendritiques produisant du TNF-o et des oxydes nitriques.

D’aprés Eisenbart, 2019.
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B. Capture et présentation de I'antigéne et mécanismes

d’'internalisation

A l'état immature, les cellules dendritiques présentent une forte capacité de
reconnaissance et de capture des antigénes dans les tissus périphériques.

Les DC peuvent capturer les antigénes selon trois mécanismes (figure 19). La
macropinocytose permet aux DC de capturer de maniére non spécifique du fluide
extracellulaire contenant diverses molécules dont I'antigéne soluble. Ce processus
dépendant de |'actine nécessite I'implication de molécules intracellulaires dont les
GTPases (Cdc42 et Rac) qui interviennent dans le réarrangement du cytosquelette (Liu
and Roche 2015). Lors de la macropinocytose, des protrusions membranaires se
forment et permettent alors d‘internaliser les antigenes solubles. Ce mécanisme
semble étre impliqué dans l'internalisation des allergénes de pollen (Noirey et al.
2000).

La phagocytose permet d'internaliser des antigenes plus larges, des cellules
apoptotiques et des pathogénes opsonisés (figure 20). Ce processus peut étre
déclenché aprés l'activation de molécules de surface (récepteurs Fc, récepteurs
scavenger MARCO et CD36) suite a la liaison des ligands a leurs récepteurs. La
polymérisation des filaments d'actine entraine la réorganisation de la membrane
autour des particules a internaliser. Les phagosomes formés fusionnent avec les
lysosomes ou les compartiments formés de lysosomes et d’endosomes tardifs, riches
en molécules du CMH de classe Il, ce qui permet I'apprétement des antigenes et la
formation de complexes CMH/peptides (Roche and Furuta 2015).

L'endocytose médiée par les récepteurs permet la capture d'antigenes solubles dans
de petites vésicules recouvertes de clathrine (figure 20). Il existe plusieurs récepteurs
de surface impliqués tels que les récepteurs lectine de type C (CLR), les récepteurs au
fragment Fc des immunoglobulines (FcR) (Liu and Roche 2015; Roche and Furuta

2015).
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Figure 20 - Voies d'internalisation des antigenes dans les cellules dendritiques.

Adapté de Liu and Roche, 2015.

Une fois les antigenes capturés par les DC, ils seront chargés sur des molécules du
CMH ou molécules HLA (Human leukocyte antigen) afin d'étre présentés aux LT. |l
existe deux classes de molécules du CMH. Les molécules du CMH de classe |
présentent principalement les peptides endogénes souvent localisés dans le cytosol.
Elles s'associent dans le réticulum endoplasmique (RE) aux peptides produits dans le
cytosol via la voie du protéasome et transloqués dans le RE par l'intermédiaire de
transporteurs dépendant de I'ATP (TAP1/2). Elles présentent ensuite ces peptides
antigéniques aux lymphocytes T cytotoxiques, exprimant les co-récepteurs CD8
(Neefjes et al. 2011). Les molécules du CMH de classe Il présentent aussi bien des
protéines endogéenes membranaires ou sécrétées que des protéines exogenes
entrées dans les CPA par internalisation. Ces molécules sont exprimées de maniere
constitutive sur les CPA professionnelles (DC, LB, monocytes et macrophages). Les
molécules du CMH de classe Il sont synthétisées et transportées depuis le RE vers la

voie endocytique ou elles s'associeront a des peptides antigéniques. Cette classe
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présente des peptides aux lymphocytes T auxiliaires (ou CD4*) (Amigorena 1999;
Neefjes et al. 2011; Roche and Furuta 2015).

C. Maturation et migration des cellules dendritiques

1. Reconnaissance des signaux de danger par les cellules

dendritiques

La capture de I'antigéne induit des changements phénotypiques et fonctionnels des
cellules dendritiques qui passent de cellules capturant les antigénes a cellules
présentatrices d’antigéene. La maturation des DC est fortement liée a leur migration
des tissus périphériques vers les organes lymphoides drainants.

Cependant, les DC seront activées de maniére optimale seulement si elles sont en
présence de molécules les alertant que leur microenvironnement devient dangereux.
Cette notion a été introduite en 1994 par Polly Matzinger sous le terme de signal de
danger. Cette théorie explique que la présence de ce signal entraine le
déclenchement de la réponse immunitaire alors que I'absence d’un tel signal induit la
tolérance (Matzinger 1994; Pradeu and Cooper 2012). La conséquence de cette alerte
est |'acquisition d'un phénotype immunogéne par les DC en opposition au phénotype
tolérogéne adopté en I'absence de signaux de danger.

Ces derniers peuvent étre de plusieurs natures. Les signaux de danger exogénes,
Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs) correspondent a des motifs
conservés exprimés par les pathogénes. Ces signaux sont portés par les bactéries, les
virus ou les champignons. Ceux-ci peuvent étre des acides nucléiques, des protéines
bactériennes ou encore des composants de la paroi bactérienne. Les signaux de
danger peuvent étre endogeénes, il s'agit alors des Damage-Associated Molecular
Patterns (DAMPs) qui sont libérés par des tissus ou cellules endommagés ou ayant
subi un stress (Gallo and Gallucci 2013). Plus récemment, un troisieme type de signal

de danger a été proposé, il s'agit des Nanoparticles-Associated Molecular Patterns
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(NAMPs). Ce sont des motifs associés aux nanoparticules (Gallo and Gallucci 2013;
Farrera and Fadeel 2015; Pallardy, Turbica, and Biola-Vidamment 2017). Ces derniers
seront développés dans la partie suivante (Chapitre 3, I).

Les signaux de danger endogenes ou exogénes sont reconnus par des récepteurs
appelés Pattern Recognition Receptor (PRR). lls sont exprimés dans plusieurs
compartiments cellulaires. Certains sont présents a la surface de la cellule, ou ils
reconnaitront les agents pathogenes extracellulaires comme les Toll-like receptors
(TLR) 2, 4 ou 5 et les récepteurs de type lectine C (Delneste, Beauvillain, and Jeannin
2007). D'autres, localisés dans le compartiment endosomal ou le cytosol, pourront
détecter des signaux de danger intracellulaires. Il s'agit des TLR 3, 7, 8 ou 9 ou des
NOD-like receptors (NLR) comme les NOD 1,2 et 3 (Athman and Philpott 2004). Ces
PRR pourront interagir avec les DAMPs (ATP, acide urique) et les PAMPs
(peptidoglycane, acides nucléiques viraux) cytoplasmiques. L'interaction entre un
signal de danger et un PRR activera des voies de signalisation diverses en fonction du
PRR engagé. La liaison d'un signal de danger a un TLR, a I'exception du TLR 3, activera
une voie de signalisation dépendante de la protéine adaptatrice myeloid
differenciation factor 88 (MyD88) qui aboutira a |'activation de la voie des MAPK et
des facteurs de transcription NF-kB et AP-1. L'activation des récepteurs NOD1 et 2
menera également a l|'activation des voies des MAPK et de NF-kB. Ces voies de
signalisation induiront le processus de maturation et de migration de la DC

(Banchereau et al. 2000).

2. Maturation et migration des cellules dendritiques

L'internalisation des antigénes et la reconnaissance des signaux de danger favorisent
la  maturation des cellules dendritiques en induisant des changements
morphologiques, phénotypiques et fonctionnels de ces cellules. La maturation des
cellules dendritiques est un processus continu initié au niveau des tissus périphériques

lors de la rencontre avec l'antigéne et/ou des cytokines inflammatoires et complété
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lors de I'interaction entre les cellules dendritiques et les lymphocytes T. De nombreux
facteurs induisent et/ou régulent la maturation des cellules dendritiques, incluant des
molécules provenant de pathogénes comme le LPS, I'’ADN bactérien, I'ARN double
brin. Ces facteurs modulent aussi la balance entre signaux pro- et anti-inflammatoires
dans le microenvironnement comme TNF-a, IL-1, IL-6, IL-10, TGF-B et les
prostaglandines (Gallucci and Matzinger 2001; Kaplan, Igyarté, and Gaspari 2012).
Les changements morphologiques accompagnant la maturation des DC incluent la
perte des structures adhésives, la réorganisation du cytosquelette et I'acquisition
d’une grande mobilité cellulaire. Ainsi les DC perdent leur forme initiale et acquierent
une structure présentant des prolongements cytoplasmiques appelés dendrites. Les
changements morphologiques de la cellule, comme la formation de voiles et de
dendrites, peuvent favoriser la mise en place des interactions entre les cellules
dendritiques et les lymphocytes T (Steinman, Pack, and Inaba 1997; Verdijk et al.
2004).

Les DC acquiérent un phénotype dit « mature ». La maturation des DC induit une
réduction de leurs capacités d'internalisation avec une diminution de I'expression des
récepteurs impliqués dans la phagocytose et |'endocytose. Le processus de
maturation est associé a plusieurs événements coordonnés, en supplément de ceux
déja évoqués ci-dessus, tels qu’une expression élevée de molécules du CMH de
classe Il a la surface des cellules, une production accrue et une expression
membranaire de molécules co-stimulatrices (CD40, CD80, CD86) et activatrices
(CD83) indispensables a l'activation des LT (Bakdash et al. 2013). Ceci mene aussi a
I'activation de la machinerie de traitement de I'antigéne, notamment une prise en
charge de l'antigéne par les compartiments lysosomaux et une augmentation de
I'expression membranaire de la protéine associée aux DC et aux lysosomes (DC-
LAMP). Les DC matures réguleront a la baisse I'expression des récepteurs CCR1,
CCR2, CCR5, CCRé6 et CXCRT1, responsables de leur recrutement vers les tissus
périphériques grace aux chimiokines CCL3, CCL5, CCL20 et IL-8. Les DCs matures
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voient |'expression de certains récepteurs augmenter comme CCR7 et CXCR4 qui
favoriseront la migration des DCs vers les nceuds lymphatiques (figure 21) (Nagorsen,
Marincola, and Panelli 2004; Sato and Fujita 2007). Cette maturation déclenche aussi
la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires induisant I'activation et la polarisation

des LT que nous détaillerons dans les parties a venir (Brennan and Gilmore 2018).
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Figure 21 - Modifications phénotypiques des cellules dendritiques matures.

Les DC matures perdent leurs capacités d'internalisation de I'antigene au profit de la
migration et de la présentation de |'antigene. PAMPs = pathogen-associated molecular
DAMPs =

associated molecular patterns, PRR = pattern recognition receptor, CMH-Il = complexe

patterns, damage-associated molecular patterns, NAMPs = Nanoparticle-

majeur d’histocompatibilité de classe |l
La maturation des DC est finement régulée par un réseau de signalisations
intracellulaires. La littérature décrit notamment que les MAPK sont impliquées dans

I'expression de molécules de co-stimulation et dans la production de cytokines pro-

inflammatoires en réponse a des stimuli tels que le nickel, le cobalt, le DNCB (2,4-
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dinitrochlorobenzene) ou encore des SAS-NP mésoporeuses (Boisléve, Kerdine-
Romer, and Pallardy 2005; Ade et al. 2007; Kang and Lim 2012). La voie NF-kB est
également impliquée dans le processus de maturation des DC en réponse a des
sensibilisants de contact (Ade et al. 2007; Antonios et al. 2009; 2010). Des SAS-NP,
dont la voie d'obtention n’est pas précisée, induiraient également |'activation des
voies des MAPK ainsi que la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires (IL-18 et IL-8)
en réponse a cette activation (Kang and Lim 2012; Nakanishi et al. 2016). Plus
récemment, la voie NF-kB a elle aussi été décrite comme étant impliquée dans la

réponse de cellules HUVEC aux SAS-NP pyrogénées (Liu et al. 2021).

D. Réponse des lymphocytes T aux cellules dendritiques activées

1. Activation et prolifération des lymphocytes T par les cellules

dendritiques

L'activation des LT et leur orientation en LT effecteurs nécessite la présentation de
I'antigene par les DC matures. A la suite de la capture et de |'apprétement des
antigenes, les DC matures migrent vers les organes lymphoides secondaires de
maniére dépendante de CCR7 pour présenter |'antigene aux LT CD4* dont I"activation
dépend de trois signaux (Land 2018). Les interactions se feront dans la synapse
immunologique, une structure moléculaire et spatiale dont |'objectif est de relocaliser
de fagon optimale les partenaires nécessaires a I'activation lymphocytaire.

Le premier signal d’activation consiste en l'interaction des DC avec les LT par
I'intermédiaire du complexe CMH/peptide et du récepteur T (T-cell receptor — TCR)
induisant une réorganisation des molécules de surface facilitant la formation d'une
synapse immunologique (Chen and Flies 2013).

Ceci conduit alors a la mise en place du deuxiéme signal d'activation, ou signal de

co-stimulation. L'activation du TCR sera suivie de modifications intracellulaires mais
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aussi d'une redistribution des protéines de surface et de transport intracellulaire. Ce
signal est médié par les molécules de co-stimulation (CD80 et CD86) qui se lieront a
la molécule CD28 a la surface des LT, ce qui favorisera leur activation. Les DC et les
LT expriment également a leur surface des molécules de co-inhibition contrélant
I"activation des LT en induisant un signal inhibiteur intracellulaire. A titre d'exemple,
les molécules CD80 et CD86 peuvent se lier non pas a la molécule CD28, mais a la
molécule cytotoxic T lymphocyte-associated antigen-4 (CTLA-4), entrainant 'anergie
des LT activés afin de contréler la réponse induite. La conséquence de l'interaction
entre les DC et les LT sera également I'augmentation de la sécrétion d’IL-2 mais aussi
I'interaction de la molécule CD40 avec son ligand CD40L présent a la surface des LT.
Ces deux signaux permettent la survie et la prolifération des LT mais ne sont pas
suffisants pour obtenir une différenciation fonctionnelle (Fooksman et al. 2010; Land
2018; Bakdash et al. 2013).

La sécrétion de cytokines, telles que I'lL-18, I'IL-6, I'lL-12, I'lL-23, le TNF-o par les DC
matures constitue le troisieme signal nécessaire a la survie, la prolifération et la
polarisation des LT. La diversité de ce signal explique la multitude de fonctions jouées

par les LT CD4 que nous détaillerons dans la partie suivante (Blanco et al. 2008).

2. Polarisation des lymphocytes T

Les LT CD4 sont initialement naifs, n‘ayant encore rencontré aucun antigéne et se
situant dans les organes lymphoides secondaires. Les DC matures migrent vers ces
derniers, ou la réponse T sera mise en place. La sécrétion de cytokines par les DC
permet |'orientation de la réponse lymphocytaire T. Un LT CD4* naif peut se
différencier en lymphocytes Th1, Th2, Th9, Th17, Th22, T folliculaires (Tew) ou T
régulateurs (T.g) (figure 22) (Deenick et al. 2011). Les LT présentent une grande
plasticité, leur orientation peut étre modifiée en fonction des cytokines présentes
dans leur microenvironnement (Zhu 2018). Les cytokines sécrétées par les DC

contrélent I'expression et I'activation de facteurs de transcription spécifiques dans les
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LT. Ces facteurs de transcription sont spécifiquement exprimés dans une population

particuliere de cellules T et jouent un role majeur dans la stabilisation du phénotype

de la polarisation (Chalmin et al. 2018).
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Figure 22 - Polarisation des lymphocytes T.

Le cocktail cytokinique présent dans le microenvironnement des LT influence leur polarisation
vers la réponse lymphocytaire adaptée. AHR = aryl hydrocarbon receptor, Bcl-6 = B-cell
lymphoma 6, Foxp3 = forkhead box P3, GATA3 = GATA binding protein 3, IFN = interferon,
IL = interleukine, RORyt = retinoic acid-related orphan receptor gamma t, T-bet = T-box-
containing protein expressed in T cells, TGF-B = transforming growth factor beta. Adapté de
Deenick et al. 2011, Wlash and Mills 2013.

La différenciation en lymphocytes Th1 est initiée par I'lL-12. La sécrétion d'IL-12 par
les cellules dendritiques est |I'un des facteurs principaux favorisant la transcription du
facteur T-bet indispensable a la polarisation Th1 des lymphocytes T (figure 22). Les LT
Th1 orchestrent la réponse immunitaire dirigée contre les agents pathogénes
intracellulaires (bactéries, virus) ou les agents tumoraux. lls exercent leur fonction via

I'lFN-y qu'ils sécrétent (Walsh and Mills 2013). La sécrétion d'IFN-y stimulera la
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maturation des DC et soutiendra les fonctions phagocytaires et bactéricides des
macrophages (Deenick et al. 2011; Chalmin et al. 2018).

Les lymphocytes Th2 sont responsables d'une réponse humorale dirigée contre les
pathogénes extracellulaires (parasites, bactéries, toxines). Ils sont également
responsables du développement des allergies par I'intermédiaire de leur coopération
avec les lymphocytes B sécrétant des anticorps spécifiques d'isotype IgE et par
I'activation des basophiles et des éosinophiles (Li, Zhang, and Sun 2011). Cette
réponse se met en place dans un environnement cellulaire riche en IL-4, induit la
transcription du facteur de transcription GATA-3 qui contréle la production d'IL-4,
d'IL-5 et d'IL-13 (figure 22) (Agarwal, Avni, and Rao 2000; Zhu, Yamane, and Paul
2010).

La présence de champignons ou de bactéries a gram négatif méne a la sécrétion d'IL-
23 et d'IL-1B par les DC. Ces cytokines induiront |'activation transcriptionnelle du
facteur ROR-yt conduisant a une réponse Th17. Les LT Th17 sécreteront de I'IL-17 A
et F et de I'lL-22 qui jouent un réle clé dans le recrutement et |'activation des
polynucléaires neutrophiles et engendrent la destruction des pathogénes et une
inflammation (figure 22). Les Th17 sont impliqués dans plusieurs pathologies auto-
immunes telles que le psoriasis, la polyarthrite rhumatoide, la sclérose en plaques et
les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (Zhu, Yamane, and Paul 2010;
Chen and Flies 2013).

Les LT régulateurs (T.g) quant a eux sont impliqués dans le maintien de I'homéostasie
cellulaire et de la tolérance immunitaire. lls remplissent leurs fonctions par la sécrétion
de cytokines immunosuppressives telles que le TGF-B ou I'IL-10 (figure 22). Les Trq
modulent directement la maturation et les fonctions des cellules présentatrices de
I'antigene. Ils expriment a leur surface des molécules inhibitrices capables de se lier
au CMH de classe Il et de limiter |'activation des cellules T effectrices (Huang et al.
2004). Un défaut dans le développement des T4 contribue au développement de

maladies auto-immunes, d‘allergie ou de rejet de greffes. Apres I'élimination des
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agents pathogeénes, les T4 limitent les réponses inflammatoires et inhibent l'activité
des Th1, des cellules Natural Killer et macrophages, limitant ainsi les dommages

tissulaires causés par I'inflammation (Ouyang et al. 2012).

IV. Effets inflammatoires et adjuvants des nanoparticules

Comme précédemment évoqué, les nanoparticules interagissent avec le systéme
immunitaire via trois voies principales : la voie respiratoire, la voie digestive et |a voie
cutanée. Les DC présentes a ces points d'entrée de |'organisme détecteront les
particules. L'immunotoxicité peut se manifester par un effet inflammatoire mais
également par des effets immunomodulateurs (Farrera and Fadeel 2015b). Des NP
lipidiques PEGylées peuvent étre utilisées en tant que véhicule d’administration pour
délivrer localement des agents immunosuppresseurs (Chen, May, and Li 2013;
Gharagozloo, Majewski, and Foldvari 2015), mais elles peuvent également avoir un
effet immunosuppresseur direct (Maldonado et al. 2015). Il a été montré in vivo que
les  SAS-NP colloidales chargées négativement avaient des propriétés
immunomodulatrices en réduisant la prolifération des lymphocytes via une diminution
de la concentration sérique des cytokines pro-inflammatoires (IL-163, IL-12p70, IL-6,
TNF-a, IFN-y (Kim et al. 2014). Dans cette partie nous nous intéresserons plus

particulierement aux effets inflammatoires et aux effets adjuvants des NP.

A. Effets inflammatoires des nanoparticules

L'induction d’une réponse inflammatoire est un phénomeéne fréquemment décrit lors
de I'exposition aux NP en général. Cette inflammation se manifeste généralement
précocement et est caractérisée par un afflux de cellules inflammatoires, transitoire
ou persistant. Ceci a largement été décrit pour les NP d’oxydes métalliques (ZnO,

AuNP, TiO,). En effet, une augmentation du nombre de cellules inflammatoires (telles
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que les macrophages et les neutrophiles) dans les lavages broncho-alvéolaires de rat
et de souris exposées a des NP de TiO, est observée dés 6 heures et jusqua 2
semaines apres exposition (Warheit et al. 2007; Baisch et al. 2014). Ceci est également
accompagné d'une augmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires
telles que le TNF-a, I'IL-1B, I'lL-6 et IIL-8 qui participeront au maintien de la réponse
inflammatoire (Moon et al. 2010; Yazdi et al. 2010; Baisch et al. 2014).

Les SAS-NP précipitées et pyrogénées ont elles aussi la capacité d'induire une
réaction inflammatoire. Ceci a été démontré notamment dans les macrophages.
L'exposition des macrophages aux SAS-NP pyrogénées induit une augmentation de
la production des cytokines pro-inflammatoires (IL-1B, IL-6 et TNF-0) ainsi que
I"activation de l'inflammasome NLRP3. L'inflammation observée se traduit également
par la production d’ERO ( Park and Park 2009a; Yazdi et al. 2010; Di Cristo et al. 2016;
H. Yang et al. 2009). Il a aussi été mis en évidence |'effet pro-inflammatoire des SAS-
NP pyrogénées sur les cellules HUVEC et des cellules épithéliales pulmonaires. Les
SAS-NP étudiées induisent une production d’'ERO et activent I'inflammasome NLRP3,
en conséquence une augmentation de |'expression et de la translocation de HMGB1
est observée ainsi qu'une augmentation de la production de cytokines pro-
inflammatoires telles que I'IL-1B3, I'lL-6 et le TNF-a (Peeters et al. 2013; 2014; Liu et
al. 2021). Dans des BMDC (bone marrow-derived dendritic cells), il a été montré que
les SAS-NP obtenues par pyrolyse a flamme sont capables d‘induire la production de
novo d'IL-18 dépendante de MyD88 a la suite de I'activation de I'inflammasome
NLRP3 (Winkler et al. 2017).

Les caractéristiques physico-chimiques des nanoparticules qui leur conférent des
propriétés uniques (chimie de surface, taille, état d’agglomération) peuvent étre a
I'origine de leurs propriétés toxiques. En effet, en ce qui concerne les SAS-NP, il a été
montré in vitro que les effets inflammatoires dans le poumon induits par les SAS-NP
pyrogénées étaient atténués lorsque l'on diminuait la densité de groupements

silanols a la surface (Sun et al. 2015).
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Parmi les propriétés physico-chimiques des nanoparticules, la composition de la
corona, étroitement liée a la chimie de surface, joue un réle crucial dans
I'immunotoxicité des NP. En effet, la corona constitue ce que les cellules voient dés
le premier contact avec les NP. La formation de la corona a la surface des NP
influencera I'immunotoxicité des nanoparticules. Les NP d’or revétues de citrate ont
une activité anti-inflammatoire du fait d'une régulation négative des voies
inflammatoires induites par I'll-18 dans les cellules THP-1. Ceci serait la conséquence
de la neutralisation extracellulaire de I'IL-183 par une interaction avec ces
nanoparticules empéchant alors I'lL-1B d'induire une réaction inflammatoire (Chen et

al. 2013; Huang et al. 2012; Sumbayev et al. 2013).

B. Effets adjuvants des nanoparticules

Le systeme immunitaire et particulierement les cellules phagocytaires sont une
premiére ligne de défense contre les nanomatériaux. Elles y seront préférentiellement
exposées (Fadeel 2012). Certaines études ont permis de souligner que |'exposition
professionnelle au cours de la production ou de |'utilisation de nanoparticules pourrait
comporter des risques pour la santé (Eisen et al. 2011). Dans certaines conditions,
I'inhalation de NP pourrait exacerber ou contribuer a la mise en place de pathologies
respiratoires comme |'asthme, la bronchite chronique ou encore les rhinites
allergiques (Eisen et al. 2011; Inoue and Takano 2011).

L'asthme et les affections allergiques représentent des pathologies tres fréquentes
dans les pays développés. On estime qu'il y a dans le monde 150 millions
d'asthmatiques, avec une mortalité d’environ 100 000 sujets par an (Données
épidémiologiques - Asthme et affections allergiques).

L'équipe de Li et al. a montré que I'exposition a des particules ultrafines provenant
de la pollution atmosphérique lors de la phase de sensibilisation a |'ovalbumine

(OVA), allergéne expérimental communément utilisé, pouvait augmenter le
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développement et la sévérité des réactions allergiques chez les souris BALB/c (Li et
al. 2010; 2009). Les particules ultrafines joueraient le roéle d'adjuvant en augmentant
la réponse immunitaire adaptative lors de la phase de sensibilisation a 'OVA. Il a été
montré in vivo que |'exposition de souris BALB/cByT & des nanotubes de carbone
multifeuillets (multi-walled carbon nanotube — MWCNT) augmenterait de maniére
dépendante de la concentration la réponse du systéeme immunitaire ainsi que la
fibrose induite par I'exposition aux acariens. Les MWCNT induiraient alors une
aggravation de la réponse immunitaire induite par un allergéne ainsi que
I'inflammation des voies respiratoires et leur remodelage (Ronzani, Casset, and Pons
2014). Il a également été montré que les NP de TiO; pouvaient avoir un effet adjuvant.
In vitro, ceci se traduit par une augmentation de I'expression des marqueurs CD83 et
CD86 avec une plus forte production de I'lL-12p40. In vivo, la co-administration de
TiO; et d’'OVA résulte en une augmentation de |'activité adjuvante. Ceci se traduit par
une augmentation du taux des IgE et IgG1 circulantes spécifiques de 'OVA et une
augmentation du taux d’IL-4 dans les nceuds lymphatiques (Vandebriel et al. 2018).
Les effets adjuvants des NP sont étroitement liés aux effets inflammatoires
précédemment décrits.

En ce qui concerne les SAS-NP, leurs effets pro-adjuvants ont été mis en évidence in
vivo par plusieurs études. Ces derniéres montrent une augmentation de la réponse
allergique a l'ovalbumine chez la souris. Cet effet adjuvant se traduit par une
augmentation du taux d'IgE circulantes, par une infiltration éosinophilique et la
production de cytokines pro-inflammatoires orientant vers une réponse mixte Th1,
Th2 et Th17. L'effet observé est inversement proportionnel a la taille. En effet, plus
les particules sont petites, plus I'effet adjuvant observé est important (Brandenberger
et al. 2013). Une seule équipe a conduit des études in vitro sur des DC humaines
issues de monocytes. Elle porte sur les SAS-NP mésoporeuses, et met en avant un
effet taille et concentration-dépendant sur la cytotoxicité, l'internalisation et

I"augmentation de |'expression des marqueurs d'activation et de co-stimulation CD80,
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CD86, CD83 et CD40 ainsi qu'une augmentation de |'expression du CMH-II. La méme
équipe a également montré que les DC humaines issues de monocytes traitées par
ces SAS-NP pouvaient induire la prolifération de lymphocytes T CD4* naifs sécrétant

de I'INF-y, de I'lL-4 et de I'lL-13 (Vallhov et al. 2007).

La formation de la corona a la surface des NP influencera également les propriétés
adjuvantes des NP. Elle peut étre a l'origine d'un effet cheval de Troie. Cet effet
consiste en une pénétration accrue d'une substance adsorbée a la surface des NP
(corona). L'internalisation des NP favoriserait I'entrée de la substance dans la cellule.
Du fait de I'effet cheval de Troie, les nanoparticules se comporteraient également
comme un transporteur d'allergéne. Il a été mis en évidence que les nanoparticules
d’or pouvaient adsorber a leur surface différents allergenes comme celui du pollen de
bouleau (Bet v1), de la fléole des prés (Phl p 5) et des acariens (Der p 1) (Radauer-
Preiml et al. 2016a). Ces conjugués allergénes-NP, en comparaison aux allergénes
non liés, induisent une plus forte réaction des patients allergiques. Pour évaluer le
potentiel allergisant de ces conjugués, le test d"activation des basophiles a été utilisé.
L'’Académie européenne d'allergie et d'immunologie présente ce test comme étant
un test in vitro hautement spécifique pour évaluer I'activité allergénique (Radauer-
Preiml et al. 2016). Une autre étude a mis en évidence la capacité des SAS-NP et TiO-
NP a se recouvrir de Bet v 1, en quantifiant les allergénes adsorbés a la surface des
NP apres une nuit d'incubation a 4°C (Grotz et al. 2018). Ces interactions entre NP et
allergénes meneraient a une plus grande internalisation des allergénes concernés et
potentiellement une plus forte réponse dirigée contre ceux-ci.

Les NP d'or, lors du contact avec la circulation sanguine, sont capables de lier le
fibrinogéne. Ceci peut mener a son dépliement qui favorisera l'interaction avec le
récepteur des intégrines Mac-1. L'activation de ce récepteur induit |'activation de la
voie NF- kB et de ce fait favorise la libération de cytokines pro-inflammatoires telles

que le TNF-a et I'lL-8 (Deng et al. 2012; 2011).
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V. Les nanoparticules, signaux de danger émergents

Comme développé ci-dessus, les signaux de danger proviennent principalement
d'agents pathogénes (PAMPs) ou de |ésions cellulaires (DAMPs). Néanmoins de plus
en plus de données suggerent que les nanomatériaux pourraient étre reconnus par
les DC en tant que signaux de danger, et appelés NAMPs (Pallardy, Turbica, and
Biola-Vidamment 2017). De nombreuses études ont montré que les nano-objets sont
capables d'induire I'activation des DC. La plupart d'entre elles ont démontré une
augmentation de |'expression du CMH de classe Il, CD80 et CD86. Il a ainsi été
montré, dans des BMDC, que les NP de noir de carbone induisaient une
augmentation de |'expression des marqueurs CD86, CD80 et CMH de classe I
associée a une induction de la prolifération de LT allogéniques (Koike et al. 2008).
Des résultats similaires ont été observés avec des NP de TiO, et de SAS-NP (Zhu et
al. 2014; Winkler et al. 2017; Winter et al. 2011). Nous allons a présent développer
les mécanismes induisant la reconnaissance des nanoparticules par les DC en tant que

signaux de danger.

Les cellules du systeme immunitaire disposent de nombreux capteurs permettant
d’interagir avec un large panel de molécules, qu’elles soient d’'origine étrangere ou
non. Ceci leur permet d’échantillonner en permanence leur environnement. Ainsi, les
nano-objets sont susceptibles d'interagir avec des récepteurs cellulaires, d'étre
reconnus en tant que signal de danger et d'induire l'activation de voies de
signalisation cellulaires conduisant a la maturation des DC. Ici, nous étudierons par
quels mécanismes les NP sont reconnues par les DC et quelles sont les voies de

signalisation impliquées.
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A. Interaction cellulaire des nanoparticules avec les récepteurs

scavenger

Les récepteurs scavenger sont exprimés par divers types cellulaires, notamment les
macrophages et les cellules dendritiques. Les récepteurs scavenger de classe A et B
sont des PRR participant a la réponse cellulaire aux nanomatériaux (Shannahan, Bai,
and Brown 2015).

Les récepteurs scavenger A (SR-A) comprenant SR-A1 et MARCO (macrophage
receptor with collagenous structure) possédent des domaines extracellulaires riches
en motifs collagen-like (Jozefowski 2012; Chao et al. 2012). La modélisation
moléculaire a suggéré que ces domaines pouvaient étre responsables de I'interaction
des SR-A avec les nanomatériaux chargés négativement (Chao et al. 2013). Le
récepteur MARCO reconnait des NP de polystyréne, des nanotubes de carbone et
des NP de silice cristalline, favorisant I'internalisation de ces particules par les
macrophages pouvant exacerber leur toxicité (Kanno, Furuyama, and Hirano 2007;
Hirano et al. 2012; Hamilton et al. 2006). Les récepteurs scavenger de classe A
participent a la reconnaissance des SAS-NP précipitées dans une lignée cellulaire de
macrophages. Dans des macrophages déficients pour les récepteurs SR-A,
I'internalisation des SAS-NP est diminuée mais aussi la sécrétion de médiateurs
inflammatoires tels que le TNF-a et le G-CSF (granulocyte-colony stimulating factor)
(Orr et al. 2011).

Plus récemment, le récepteur scavenger SR-B1 a été décrit comme un « récepteur de
la silice », reconnaissant et fixant spécifiquement les nanoparticules de silice cristalline
et amorphe sur les macrophages. La reconnaissance de ces deux types de NP par le
récepteur SR-B1 induit une sécrétion marquée d’IL-1a et d'IL-1B, I'activation de
I'inflammasome canonique ainsi que la mort cellulaire des macrophages murins. Cette
inflammation séquentielle peut entrainer une inflammation chronique et une fibrose

des tissus ciblés (Tsugita et al. 2017).
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B. Interaction cellulaire des nanoparticules avec les TLR

Les NP pourraient également interagir avec d'autres PRR tels que les TLR. Une étude
de modélisation moléculaire a proposé que certains TLR (notamment les TLR 1, 2 et
6) auraient des sites d'affinités hydrophobes pour certains nanomatériaux comme les
nanotubes de carbone et les fullerénes (Turabekova et al. 2014).

Les NP pourraient également interagir avec les TLR 3, 4 et 7 qui joueraient un réle
dans la réponse aux NP de TiO,. Celles-ci traverseraient la membrane suite a
I'internalisation de récepteurs tels que le TLR 4. La liaison des NP au TLR 4 au niveau
de la membrane plasmique entrainerait I'activation de NF-kB et l'induction de
I'expression de génes codant pour des cytokines pro-inflammatoires. Les NP libres
dans le cytoplasme pourraient engendrer la dénaturation de protéines
cytoplasmiques et I'induction ultérieure de la réponse HSP70 (heat shock proteins)
dirigeant ces protéines vers le protéasome. Plus tardivement, les TLR 3 ou TLR 7
(situés sur la membrane endosomale) induiraient également I'activation de NF-«B.
Tous ces évenements regroupés meneraient a une réponse inflammatoire (Chen,
Kanehira, and Taniguchi 2013).

Une étude a montré que les SAS-NP pyrogénées induiraient une réponse dépendante
de la protéine MyD88 dans des DC murines. Les résultats de Winkler et al. indiquent
que les SAS-NP seraient internalisées par macropinocytose dépendante de I'actine et
se localiseraient dans les vésicules endosomales. Lors de l'acidification de ces
vésicules, les SAS-NP seraient reconnues par des TLR endosomaux dont
I'engagement induirait I'activation de MyD88 ainsi que la synthése de pro-IL-103 puis
son clivage menant a la sécrétion d’IL-1B. Il est cependant peu probable que les TLR
impliqués soient les TLR 2, 3, 4, 7 et 9 car la synthese de pro-IL-1B est indépendante
de ces derniers (Winkler et al. 2017).
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Plus récemment, Liu et al. ont suggéré un mécanisme pour expliquer |'effet signal de
danger des SAS-NP. Les SAS-NP induiraient une production accrue d'ERO ainsi
qu’une activation de l'inflammasome NLRP3 dans des cellules HUVEC, qui
déclencheraient la translocation de la protéine HMGB1 du noyau vers le cytoplasme
et sa sécrétion. Cette derniere étant un DAMP, elle serait reconnue par le TLR4,
menant a |'activation de la voie de signalisation NF-kB de facon Myd88-dépendante

(Liu et al. 2021).

C. Interaction cellulaire des nanoparticules de maniére indépendante

des récepteurs

Certaines études décrivent que les NP pourraient interagir directement avec la
membrane plasmique, sans passer par |'engagement d'un récepteur. La membrane
plasmique est une entité en mouvement constant. La fluidité membranaire est une
des caractéristiques majeures des membranes biologiques. La fluidité et l'intégrité
membranaires sont nécessaires pour maintenir I'homéostasie et les fonctions
physiologiques et biochimiques cellulaires. Les silices cristalline et amorphe auraient
la capacité d'induire I'hémolyse érythrocytaire en lysant la membrane des globules
rouges (Zhang et al. 2012; Pavan et al. 2014). Il a également été montré que les SAS-
NP pyrogénées pouvaient exercer une toxicité membranaire sur les macrophages
murins, potentialiser la peroxydation lipidique, augmenter la libération de LDH et
réduire la fluidité membranaire (Yang et al. 2009).

Certains travaux suggerent que, au moins pour les DC, le contact de surface de
particules d'urate de sodium monosodique (MSU) avec la membrane est suffisant pour
induire un signal d'activation au travers de la membrane plasmique. Les particules de
MSU formeraient une liaison intermoléculaire spatialement serrée (supposément de
nature liaison hydrogene) avec le cholestérol membranaire. Ces interactions

méneraient a une réorganisation lipidique ainsi que la formation de rafts lipidiques
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induisant le recrutement de récepteurs FcR contenant des motifs ITAM
(Immunoreceptor tyrosine-based activation motif). Dans les DC, la protéine kinase Syk
serait recrutée a la suite de I'accumulation des motifs ITAM a la membrane (figure 23)

(Ng et al. 2008).

La protéine Syk est une protéine kinase membranaire de 70 kDa faisant partie de la
famille de protéines du méme nom. Cette famille compte deux protéines : Zap 70
majoritairement retrouvée dans les cellules T et les natural-killer et Syk. Cette derniere
est largement retrouvée dans de nombreuses cellules immunitaires comme les DC et
les LT (Sada et al. 2001; Garcia 2016). La protéine Syk présente de nombreuses
tyrosines phosphorylables, notamment la tyrosine 130 qui, une fois phosphorylée,
augmente |'activité basale de Syk et les tyrosines 525/526 nécessaires pour la
signalisation en aval de Syk (Bonnerot et al. 1998; Garcia 2016). Syk joue un réle dans
la phagocytose et la maturation des DC a travers l'activation de cascades de
signalisation comme ERK, Akt, NF-kB (figure 23) (Babin, Goncalves, and Girard 2015;
Corr, Cunningham, and Dunne 2016). L'activation de la voie Syk peut activer a son
tour la GTPase Rac qui est impliquée dans I'activation de protéines telles que JNK et
NF-kB mais aussi dans la polymérisation de |'actine jouant ainsi un réle dans la

phagocytose et |'internalisation de matériel extracellulaire.
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a) Motif ITAM dans la queue d’un Motif ITAM dans la Complexe de récepteurs
adaptateur transmembranaire queue du récepteur immunitaires dans les
radeaux lipidiques
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Figure 23 - Mécanisme général de la signalisation médiée par Syk.

D'apres Mocsai et al. 2010 et Sezgin et al. 2017. a) le recrutement de la protéine tyrosine
kinase Syk aux récepteurs de la membrane plasmique se produit par la liaison des domaines
SH2 de Syk aux tyrosines phosphorylées présentes dans les motifs ITAM. Les ITAM sont
présents soit dans les adaptateurs transmembranaires associés aux récepteurs soit dans la
région intracytoplasmique de récepteurs. Les kinases de la famille Src sont présentes au
niveau des radeaux lipidiques. Les Src associés aux radeaux sont impliquées dans la
régulation de la phosphorylation de Syk. b) La transduction du signal est principalement
initiée par la phosphorylation des résidus tyrosines des motifs ITAM par les Src. Le

recrutement de Syk vers les motifs ITAM déclenche son activation et les voies de signalisation
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sous-jacentes. BCL-10, B cell lymphoma 10; CARD, caspase-recruitment domain; ERK,
extracellular signal-regulated kinase; MALT1, mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma
translocation protein 1; NF-kB, nuclear factor-kB; PKC, protein kinase C; ERO, especes

réactives de |'oxygene.

Syk est connue pour étre activée lors de I'engagement de récepteurs tels que FcyR,
Dectin-1 ou Mincle (Kerrigan and Brown 2011). Syk se lie a des motifs ITAM,
phosphorylés ce qui la rend accessible a la phosphorylation sur les tyrosines 348 et
352 par les Src kinases et initie ainsi une boucle d'autophosphorylation (figure 24)

(Mansueto et al. 2019).

ppITAM

Figure 24 - Modeéle d'activation de SYK par les motifs ITAM phosphorylés, la
phosphorylation de I'interdomaine et la phosphorylation de la boucle d’activation.
D’aprés Mansueto et al.

La premiere phosphorylation de Syk aura lieu par |'intermédiaire des Src kinases. Puis,
une boucle de phosphorylation de Syk se mettra en place : la phosphorylation de Syk
serait principalement liée a une phosphorylation directe par les Src kinases mais aussi
par |'autophosphorylation de Syk par des molécules Syk déja phosphorylées (figure
24). Ainsi, I'activation de Syk présenterait une cinétique d’accumulation exponentielle

(El-Hillal et al. 1997; Zhang et al. 2000; Mansueto et al. 2019).

Il est maintenant bien établi que le phénomene d'agrégation des nanomatériaux peut

faciliter de nombreux événements de signalisation (Lee et al. 2010; Murugadoss et al.
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2020). Il a été montré que des particules de MSU ou des agrégats de particules
d’aluminium pouvaient induire l'agrégation de radeaux lipidiques (figure 25) (Ng et
al. 2008; Flach et al. 2011). La formation de radeaux lipidiques peut a elle seule
permettre a certains événements membranaires de se produire, entrainant alors une
activation cellulaire. Parmi ces évenements, le recrutement a la membrane de Syk
peut étre déclenché par une activation des récepteurs protéiques tels que les
récepteurs BcR ou les FcR ce qui entraine alors la phosphorylation des ITAM (Abram
and Lowell 2007). Cependant, une phosphorylation basale des ITAM est couramment

observée.
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Figure 25 - Schéma possible de ['activation de la kinase Syk de maniére
indépendante des récepteurs.

A gauche, la membrane des DC est a |'état basal ou les radeaux lipidiques sont dispersés et
le recrutement de Syk a la membrane est limité. Au milieu, lors de la liaison des particules de
MSU, un réarrangement lipidique se produit en raison d'une interaction entre les MSU et le
cholestérol membranaire. Ceci permet d'agréger les motifs ITAM associés au radeau
contenant des molécules de signalisation. A droite, Syk/PI3K conduit a une réorganisation de

I"actine et de la topologie de la membrane. D'apres Ng et al. 2008.
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D’autres études ont permis de mettre en évidence le réle clé de la protéine Syk dans
la signalisation cellulaire des DC murines en réponse aux cristaux de MSU. Les travaux
de Kool et al. montrent qu'in vitro lorsque Syk est inhibée, il n'y a plus de production
d'IL-1B8, d'IL-6 et de TNF-a en réponse aux cristaux de MSU dans les DC
inflammatoires. Ceci suggere alors que cette voie est impliquée dans I'induction de
la production des cytokines pro-inflammatoires dans les DC. L'administration orale de
Iinhibiteur de Syk BAY-91-3606 réduit I'afflux de monocytes inflammatoires OVA-
positifs dans le péritoine de souris a 24h. L'administration de ce méme inhibiteur a
fortement réduit la lymphocytose dans les voies respiratoires (Kool et al. 2011). Les
données décrites ci-dessus suggérent qu’une attention particuliere doit étre portée

aux interactions entre les matériaux particulaires et les membranes cellulaires. Dans
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Objectifs du travail
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Du fait de I'essor de I'emploi des nanoparticules dans de nombreuses industries et de
la forte exposition de la population générale par I'alimentation comme par les
produits de soin, une meilleure compréhension et évaluation de leur toxicité semble
indispensable. L'objectif principal de ce travail de thése a été de comprendre I'effet
des nanoparticules de silice amorphe sur les mécanismes de la réponse immunitaire
adaptative. Dans la premiere partie, nous avons évalué |'effet d'une exposition des
cellules dendritiques, premier acteur de la réponse immunitaire adaptative, aux SAS-
NP. Nous avons évalué leur potentiel effet signal de danger et la signalisation mise
en place lors de cette exposition. Dans une seconde partie, nous nous sommes
intéressés a l'effet des SAS-NP dans I'immunisation contre un pneumallergene,

I"allergene majeur du pollen de bouleau, Bet v 1a.

De nombreuses études se sont intéressées aux effets des NP sur les DC, cependant
les modeles utilisés étaient des DC murines ou des lignées cellulaires. Dans ce travail
de these, dans I'objectif d'évaluer I'immunotoxicité des NP en s’affranchissant de la
barriere d'espéce, nous avons fait le choix d'utiliser un modéle de cellules
dendritiques humaines.

Les études immunotoxicologiques publiées dans la littérature reposant
majoritairement sur une seule évaluation phénotypique, notre premier objectif dans
ce travail a été la mise au point d'une méthode robuste d'évaluation de
I'immunotoxicité des nanoparticules reposant sur |'évaluation phénotypique des DC,
la prolifération des LT mais aussi la sécrétion de cytokines par les deux types
cellulaires (Feray et al. 2020 en annexe).

Nous nous sommes alors appuyés sur ce travail préliminaire pour construire la suite
du projet, qui va se décomposer en deux grandes parties.

Dans la premiére partie de ce travail de thése, en appliquant la méthodologie
précédemment décrite (Feray et al. 2020) aux nanoparticules de silice amorphe

pyrogénées, notre objectif était d'évaluer |'effet signal de danger de ces demiéres.
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Nous souhaitions combler un point faible de la littérature qui est le manque de
précision sur la nature des nanoparticules de silice amorphe utilisées dans les études.
Souvent, le terme générique de silice amorphe synthétique est utilisé dans la
littérature aussi bien pour celles obtenues par voie thermique que celles obtenues par
voie humide, ce qui ne permet pas d'apprécier une éventuelle différence de toxicité.
Nous avons donc projeté de comparer les effets de plusieurs silices amorphes
synthétiques avec des procédés d'obtention différents, soit deux silices pyrogénées
et une silice colloidale représentatives.

Dans un second temps, nous avons souhaité évaluer les mécanismes par lesquels les
SAS-NP pyrolytiques exergaient leur effet signal de danger. Cet aspect, bien que plus
fondamental, est crucial a la compréhension des facteurs clés menant a la
reconnaissance des SAS-NP en tant que signal de danger par les DC. Pour ce faire,
nos objectifs étaient d'identifier les voies de signalisation mobilisées dans les DC lors
de l'interaction avec les SAS-NP et de comprendre les évenements les plus précoces
initiant cette signalisation. La compréhension de ces mécanismes constitue en effet

un élément clé afin de concevoir des NP plus siires par une approche safer-by-design.

Dans le deuxiéme volet de cette thése, nous nous sommes intéressés aux effets des
SAS-NP dans I'immunisation contre un aéroallergéne trés répandu, I'allergéne majeur
du pollen de bouleau Bet v 1a. Du fait de leur taille a I'échelle nanométrique et de
leur grande réactivité de surface, les nanoparticules se recouvrent des composants du
milieu environnant formant a leur surface une corona. L'utilisation polymorphe des
SAS-NP engendre une large exposition de la population mais aussi des travailleurs.
Ainsi, I'exposition par voie pulmonaire méne a une probable exposition des cellules
du systéme immunitaire telles que les macrophages et les cellules dendritiques.

Dans la littérature, seules quelques publications se sont intéressées a la co-exposition
aux allergénes et aux nanoparticules. Pourtant, dans la population générale comme

chez les travailleurs, I'exposition aux SAS-NP peut avoir lieu par voie respiratoire et
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rendre trés vraisemblable une telle co-exposition. Ainsi, il nous a semblé important
d’en évaluer in vitro les conséquences.

Pour évaluer ceci, un modeéle de co-culture autologue dans lequel les DC et les LT
sont issus du méme donneur humain sain a été retenu afin d’évaluer |'effet signal de
danger des SAS-NP sur la réponse lymphocytaire T dirigée contre Bet v 1a. Notre défi
était d'adapter ce modele pour qu'il nous permette de procéder a une telle
évaluation. Comme évoqué précédemment, la corona des NP est composée des
molécules présentes dans leur milieu environnant. Dans le contexte d'une co-
exposition entre les SAS-NP et Bet v 1a, il nous a également semblé pertinent
d'explorer un role de cheval de Troie, entrainant une meilleure internalisation de

I"allergéne et ainsi une modification de la réponse dirigée contre ce dernier.
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Résultats
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Article 1

Notre hypothése de travail est que les nanoparticules pourraient exercer un effet pro-
allergisant sur le systeme immunitaire en étant reconnues par les cellules dendritiques

en tant que signal de danger.

Les effets adjuvants des particules ont été décrits dans la littérature avec les DEP
(Knox et al. 1997; Tsien et al. 1997; Sarkar et al. 2014) et des nanoparticules de silice
amorphe (Brandenberger et al. 2013; Toda and Yoshino 2016), notamment en
étudiant leur impact sur les réactions allergiques. Ces travaux suggerent que
I'exposition a ces particules pourrait renforcer la sensibilisation aux allergénes et/ou
favoriser une plus grande manifestation de la maladie allergique lors d’expositions
secondaires aux allergénes. Cependant, ces travaux ont été menés sur des modeéles
murins ou des lignées humaines de cellules dendritiques « like » telles que les THP-1,
rendant |'extrapolation a I'homme difficile. L'objectif de I'article n®1 (Feray et al. 2021)
a donc été d'évaluer I'effet signal de danger des SAS-NP sur les deux premiéres
étapes de la réaction immunitaire dans des DC et LT issus de donneurs humains sains.
Nos résultats montrent que les SAS-NP induisent une augmentation significative de
I"activation des DC se traduisant par une augmentation de |'expression des marqueurs
d’activation et de co-stimulation accompagnée d'une augmentation de la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires. Les modifications phénotypiques induites par les
SAS-NP sur les DC induisent également des modifications de la réponse
lymphocytaire T dans un modéle de co-culture allogénique caractérisé par une
augmentation de la prolifération des LT et une augmentation de la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires. Ces résultats suggérent que les SAS-NP joueraient un
role de signal de danger induisant des modifications phénotypiques fonctionnelles
donnant lieu a la prolifération des lymphocytes T. Ces travaux se démarquent de ceux

proposés dans la littérature par plusieurs aspects. Nous avons utilisé un modéle de
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DC humaines. De plus, nous proposons ici un outil robuste pour évaluer la toxicité

des NP avec une évaluation phénotypique et fonctionnelle de |'effet des SAS-NP.
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ABSTRACT

Innate immune cells such as dendritic cells (DCs) sense and engulf nanomaterials potentially leading to an adverse
immune response. Indeed, as described for combustion-derived particles, nanomaterials could be sensed as danger
signals, enabling DCs to undergo a maturation process, migrate to regional lymph nodes and activate naive T lymphocytes.
Synthetic amorphous silica nanoparticles (SAS-NPs) are widely used as food additives, cosmetics, and construction
materials. This work aimed to evaluate in vitro the effects of manufactured SAS-NPs, produced by thermal or wet routes,

on human DCs functions and T-cell activation. Human monocyte-derived DCs (moDCs) were exposed for 16h to 3
endotoxin-free test materials: fumed silica NPs from Sigma-Aldrich (no. S5505) or the JRC Nanomaterial Repository
(NM-202) and colloidal LudoxTMA NPs. Cell viability, phenotypical changes, cytokines production, internalization, and
allogeneic CD4+ T-cells proliferation were evaluated. Our results showed that all SAS-NPs significantly upregulated the
surface expression of CD86 and CD83 activation markers. Secretions of pro-inflammatory cytokines (CXCL-8 and CXCL-12)
were significantly enhanced in a dose-dependent manner in the moDCs culture supernatants by all SAS-NPs tested. In

an allogeneic coculture, fumed silica-activated moDCs significantly increased T-lymphocyte proliferation at all T-cell:

DC ratios compared with unloaded moDCs. Moreover, analysis of coculture supernatants regarding the production of
T-cell-derived cytokines showed a significant increase of IL-9 and IL-17A and F, as well as an upregulation of IL-5, consistent
with the pro-inflammatory phenotype of treated moDCs. Taken together, these results suggest that SAS-NPs could induce
functional moDCs maturation and play a role in the immunization process against environmental antigens.

Key words: amorphous silica nanoparticles; dendritic cells; danger signal; T lymphocytes; immunotoxicology.
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Synthetic amorphous silica nanoparticles (SAS-NPs) are among been considered highly biocompatible when compared with
the 3 most-produced nanomaterials worldwide and have long their crystalline counterparts (Croissant et al., 2020). They are
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IMPACT STATEMENT

Synthetic amorphous silica nanoparticles (SAS-NPs) promote the 2 first steps of adaptive immune response by increasing
the maturation of human DCs and triggering a T-lymphocyte response, characterized by increased proliferation and cytokine
secretion. SAS-NPs may therefore play a role in the immunization process against environmental antigens, in situations where
simultaneous exposure with nanoparticles could occur in the workplace, as well as in everyday life.

industrially produced by wet (colloidal) or thermal (pyrogenic)
routes (Croissant et al., 2020). Fumed silica, a pyrogenic SAS-
NPs, is found in everyday products such as cosmetics as an anti-
caking or emulsifying agent (SCCS and Hoet, 2016) or in dehy-
drated food as the widespread food additive E 551 (Winkler
et al., 2016; Younes et al., 2018). Colloidal SAS-NPs are not autho-
rized as food additives but are nonetheless used in a broad
range of industrial applications. In addition to everyday
“intentional” exposure, the use of SAS-NPs both in manufactur-
ing processes and more generally in the workplace also raises
the issue of the safety of “accidental” exposure, which may de-
pend on the procedures and protective measures implemented.
For these reasons, SAS-NPs belong to the OECD list of prioritized
engineered nanoparticles having relevance in the workplace.

Pulmonary exposure to SAS-NPs causes a reversible inflam-
matory response in mice (Arts et al., 2007; Napierska et al., 2010;
Sun et al., 2016). Interestingly, repetitive intratracheal instilla-
tion of fumed silica every week for 3 consecutive weeks results
in profibrotic effects in the lung and biopersistence linked to a
defect in lung clearance (Sun et al., 2016). Moreover, ingestion of
SAS-NPs provokes intestinal inflammation in rodent models
(Jani et al., 1990). Less is known on the potential of these nano-
materials to cause unintended immune responses, either pro-
moting the development of allergic diseases or exacerbating the
severity of established allergic conditions (Shannahan and
Brown, 2014). Several in vivo studies in animals suggest that
SAS-NPs could act as adjuvants, consistent with the pro-
inflammatory effects described above. Indeed, polyethylene
glycol-coated 90-nm SAS-NPs promoted allergic airway disease
in mice coexposed to ovalbumin using intranasal instillation
during sensitization (Brandenberger et al., 2013). Moreover, in-
tranasal administrations of spherical, mesoporous, and pegy-
lated SAS-NPs in mice showed an adjuvant effect in a model of
ovalbumin-induced allergic airway inflammation with higher
cytokines levels (IL-5, IL-13, IL-1pB, and IFN-y) and enhanced in-
flammatory cell infiltration in bronchoalveolar lavage fluid (Han
etal., 2016).

Phagocytic cells such as macrophages and dendritic cells
(DCs) are among the first immune cell types to uptake and pro-
cess nanoparticles (Gustafson et al., 2015). DCs are professional
antigen-presenting cells that reside in nonlymphoid tissues in
an immature antigen-capturing state. Located at the gates of
antigen entry, DCs are constantly sampling their environment.
Intestinal, skin, and pulmonary DCs, predominantly located un-
derneath the epithelial basement membrane, sense and capture
antigens and present sampled antigens to T lymphocytes.
However, depending on the cellular microenvironment and its
effect on DC phenotype, the consequence can be either an im-
munogenic or a tolerogenic immune response (Lutz and
Schuler, 2002; Tan and O’Neill, 2005).

The presence of various stimuli such as “danger signals” in
the microcellular environment (Gallo and Gallucci, 2013), causes
DCs to undergo a maturation process resulting in the upregula-
tion of major histocompatibility complex class II (MHC II), costi-
mulatory molecules, cytokines and chemokine receptors. DCs

then migrate to regional lymph nodes to present the antigen
and to activate specific naive T lymphocytes (Worbs et al., 2017).
Classic danger signals are either derived from pathogens and re-
leased during infections (pathogen-associated molecular pat-
terns, PAMPs) or result from tissue damages and necrotic dying
cells (damage-associated molecular patterns, DAMPs) (Pradeu
and Cooper, 2012). But there are newly emerging danger signals,
among which man-made nanomaterials, which may activate
DCs in aseptic conditions in a similar manner to the microbial
molecular patterns (Fadeel, 2012; Pallardy et al., 2017). These are
designated as NAMPs (nanoparticles-associated molecular pat-
terns) (Farrera and Fadeel, 2015; Gallo and Gallucci, 2013).

In vitro studies have explored the danger signal effects of
SAS-NPs by focusing on the activation of key immune cells such
as DCs. For example, increased activation of murine bone-
marrow DCs (BMDCs) with CD86 and MHC II upregulation along
with the production of IL-1p (Winter et al., 2011) and TNF-o pro-
inflammatory cytokines (Kang and Lim, 2012) have both been
demonstrated. More recently, internalization of food-grade
fumed silica nanoparticles was evidenced in murine steady-
state DCs, as well as secretion of IL-1p in a MyD88-dependent
mechanism (Winkler et al., 2017). But few studies have been per-
formed wusing human DCs, and reports addressing DC-
phenotypic changes upon exposure to NPs and functional con-
sequences on the immune system are needed (Barillet et al.,
2019; Vallhov et al., 2007, 2012).

Understand how SAS-NPs could participate in inappropriate
activation of the immune system and establish pertinent in vitro
endpoints for robust immunotoxicological evaluation of nano-
materials is essential. This work aims to evaluate the effects of
relevant pyrogenic or colloidal SAS-NPs on human DCs expres-
sion of maturation markers and cytokine secretion and to ad-
dress the consequences on the T-cell response.

MATERIALS AND METHODS
Reagents and materials

The fumed silica NPs mainly used in this work were commer-
cially available (S5505, Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier,
France, batch SLBR6988V). According to the manufacturer, their
specific surface determined by BET (Brunauer-Emmett-Teller), is
196 m%g . The NPs suspension was prepared from fumed silica
dry powder dispersed in filtered ultrapure water at a final concen-
tration of 50mg.mL". The suspension was then left for 8h in a
water bath at 80°C to sterilize the suspension. The absence of bac-
terial growth in the nanoparticle’s suspension was checked after
the process, and a LAL test was performed on each batch to ad-
dress endotoxin contamination. Before each experiment, an in-
termediate dilution at a concentration of 500ug.mL ' was
prepared in RPMI 1640 medium supplemented with Glutamax,
1mM sodium pyruvate, 0.1ngmL' streptomycin, and 100
U.mL ™" penicillin (Gibco, Invitrogen, Saint Aubin, France). The
suspension was sonicated for 15min before DCs treatment. The
Si0,-NM202-JRCNMO02002 (vial JRCNM020022990868) was obtained
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from the European Commission, Joint Research Center JRC
Nanomaterial Repository, Ispra, Italy. NM-202 NPs are produced
via a high-temperature process and have been thoroughly char-
acterized as they are used as benchmark materials, representa-
tive of the nanosized fraction of silicon dioxide contained in the
E551 food additive. Their specific surface determined by BET is
204 m?.g ' The suspension was dispersed in filtered ultrapure wa-
ter at a final concentration of 1mg.mL ™' and sterilized as previ-
ously described for S5505. The Ludox TMA NPs (420859, Sigma-
Aldrich, St Quentin Fallavier, France, batch MKBV6154V) is an
aqueous dispersion of negatively charged silica particles with a
particle size of 22nm and not stabilized by a counter ion. They
display a specific surface of 134m?.g * and are supplied as a 34%
suspension in water and stored at room temperature. Ludox TMA
NPs are sonicated in an ultrasound bath for 15 min before use and
then vortexed and diluted to the desired concentration in fetal
calf serum-free culture medium.

Characterization of synthetic amorphous silica
nanopatrticles

The hydrodynamic diameter of particles was determined at
25°C by dynamic light scattering (DLS) using a Zetasizer Nano
ZS 90 (Malvern Instruments, Orsay, France) operating at a fixed
scattering angle at 90° and equipped with a helium-neon laser
source with a wavelength of 633nm. Measurements were per-
formed in disposable 4-ml cuvettes with 1-cm optical pathway
and 4 optical faces (Sarstedt, Marnay, France) containing an ap-
propriate volume (1mL) of the sample, prepared as described
above, after dilution to 125 ug.mL~* in the desired medium. The
hydrodynamic diameter values were calculated using the
Stokes-Einstein equation assuming a spherical shape of the par-
ticles. The particle size profile was obtained from the intensity-
weighted distribution and the hydrodynamic diameter value
corresponds to the median diameter derived from the cumula-
tive distribution curve. The {-potential measurements were car-
ried out with the same instrument at 25°C by laser Doppler
velocimetry at a detection angle of 17° in DTS 1060 disposable
cells (Malvern Instruments, Orsay, France) loaded with approxi-
mately 1mL of each sample diluted to 375pug.mL " in the de-
sired medium. Due to the ionic strength of the samples leading
to high conductivity, measurements were performed using the
monomodal mode and the Smoluchowski approximation was
used to convert the electrophoretic mobility to ¢-potential.
Values are given as mean values of ten measurements. We car-
ried out the characterization before and after heating at 80°C.
The results (DLS and zeta potential) showed no significant dif-
ference, confirming that sterilization does not alter the physico-
chemical characteristics of fumed silica nanoparticles (data not
shown).

For transmission electron microscopy (TEM) experiments,
2yl of 1mg.mL™' aqueous suspension of NPs was deposited
onto a formvar/carbon-coated copper grid and observed using a
JEOL 1400 TEM instrument (JEOL Ltd, Tokyo, Japan) operating at
120kV. Analysis of recorded images was performed using the
FIJI (Schindelin et al., 2012).

Endotoxin detection

Possible endotoxin contamination was analyzed with the
Limulus amebocyte lysate (LAL) assay (GenScript, Piscataway,
New Jersey). All batches showed values below the threshold of
endotoxin positivity (0.05 EU.mL™Y).

FERAYETAL. | 3

Generation of primary cultures of human moDCs

Human monocyte-derived dendritic cells (moDCs) were derived
from monocytes isolated from human peripheral blood supplied
by the French Blood Bank (EFS, Rungis, France). Healthy donors
gave their written consent for the use of blood donation for re-
search purposes. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
were sorted from buffy coats by density centrifugation on a
Ficoll gradient. Monocytes were then isolated through positive
magnetic selection using MidiMacs separation columns and
anti-CD14+ antibodies coated on magnetic beads (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Finally, CD14+ cells were
differentiated in immature moDCs for 4 days in RPMI 1640 sup-
plemented with GlutaMAX (Gibco, Invitrogen, Saint Aubin,
France), 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS, Gibco,
Invitrogen, Saint Aubin, France), 550 U.mL ' granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (rh-GM-CSF, Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), 550 U.mL ™" interleukin-4
(rh-IL4, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), 1 mM so-
dium pyruvate (Gibco, Invitrogen, Saint Aubin, France),
100pg.mL ™" streptomycin and 100 U-mL™* penicillin (Gibco,
Invitrogen, Saint Aubin, France).

In vitro exposure of immature moDCs to synthetic
amorphous silica nanoparticles

After proper differentiation, immature human moDCs were col-
lected, washed, and resuspended in a fresh complete culture
medium (RPMI supplemented with 10% FBS, 1 mM sodium pyru-
vate, 0.1ngmL™' streptomycin, and 100 U.mL™ ' penicillin)
at a final density of 10° cells.mL ™. Cells were then exposed 16 h
either to 0, 12.5, 25 or 50 pg.mL~* of sonicated SAS-NPs (fumed
silica $5505, Ludox TMA, NM-202) or to 25ng.mL~* of lipopoly-
saccharide (LPS, ref: L6529, Escherichia coli, serotype 055-B5,
Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier, France) as a positive control
of moDCs activation. Cells were exposed in the absence of FBS
for the first hour of exposition to minimize the impact of serum
proteins. Then, the medium was returned to 10% FBS for the
proper survival of the cells during the next 15h.

Cytotoxicity assay

Viability was assessed by labeling with propidium iodide (PI,
Invitrogen, Saint Aubin, France). After treatment with SAS-NPs
at 0, 12.5, 25, or 50 pg.mL?, cells were washed with PBS and in-
cubated with PI at 6.25mg. L™, and the percentage of viability
was measured by flow cytometry. We previously tested that un-
der these experimental conditions, SAS-NPs did not interfere
with the result of the cytotoxicity test.

Phenotypic analysis

To assess the effects of SAS-NPs exposure on moDCs pheno-
type, several surface maturation markers were studied. After
16h of exposure to either 0, 12.5, 25, or 50 ug.mL~* SAS-NPs or
25 ng.mL’1 LPS, moDCs were collected, washed with PBS, and
incubated for 20min either with fluorochrome-conjugated
monoclonal antibodies (mAbs) or with appropriate isotype con-
trol antibodies (IgGs). The following mAbs were used: CD80
(FITC-Mouse anti-human CD80/FITC Mouse IgG1 Isotype con-
trol, BD Biosciences, Le Pont de Claix, France), CD83 (PE-Mouse
anti-human CD83/PE Mouse IgGl Isotype control, BD
Biosciences, Le Pont de Claix, France), CD86 (APC-Mouse anti-
human CD86/APC Mouse IgG1 Isotype control, BD Biosciences,
Le Pont de Claix, France), CXCR-4 (APC Mouse anti-human
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CD184/APC Mouse IgG1 Isotype control, BD Biosciences, Le Pont
de Claix, France), CD40 (FITC-Mouse anti-human CD40/FITC
Mouse IgG1 Isotype control, BD Biosciences, Le Pont de Claix,
France) and PDL-1 (FITC-Mouse anti-human CD274/FITC Mouse
IgG1 Isotype control, BD Biosciences, Le Pont de Claix, France).
After incubation, moDCs were washed with PBS and then ana-
lyzed on a FACS Attune NxT acoustic focusing cytometer
(ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts). Results
were expressed as the fold increase of the percentage of the
positive cells compared to control (untreated moDCs).

Internalization of nanoparticles by moDCs

After NP exposure (as described above), cells were rinsed
with PBS, fixed in 2.5% glutaraldehyde 2% PFA in cacodylate
buffer (0.1 M pH 7.4) for 1h30 at room temperature, then rinsed
with cacodylate buffer. Postfixation was achieved in 1% osmium
tetroxide 1.5% potassium ferrocyanide solution at room temper-
ature for 1 h. After extensive washings with water, pellets
were included in 2% LMP agarose and cut in mm? blocks. They
were dehydrated through a graded series of ethanol before be-
ing embedded in Epon resin. Ultrathin sections of 70nm were
cut with an EM UC6 ultramicrotome (Leica Microsystems) and
stained for 10min with 2% uranyl acetate (Merck) and 3min
with Reynolds lead citrate (Agar). They were then observed
in TEM with a JEOL JEM-1400 electron microscope operating at
120kV.

Coculture of moDCs and CD4+ T cells

As described previously (Feray et al.,, 2020), CD4+ T cells were
isolated from PBMC by positive selection with midiMACS sepa-
ration columns and anti-CD4 antibodies coated on magnetic
beads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). These T
cells were confirmed to have purity greater than 95%, based on
CD4 expression evaluated by flow cytometry (561841, RPA-T4,
BD Biosciences, Le Pont de Claix, France). CD4+ T lymphocytes
were labeled with 0.5 mM carboxyfluorescein succinimidyl ester
(CFSE, Invitrogen, Saint Aubin, France), following the manufac-
turer’s instruction. MoDCs were stimulated by 0, 12.5, or
25 ug.mL " of S5505 fumed silica NPs or 25ng.mL " of LPS (posi-
tive control for danger signal effects) for 16 h and then washed
and cocultured with allogeneic CD4+ T cells at a 1:20 (1 moDC
for 20 CD4+ T cells), 1:50 (1 moDC for 50 CD4+ T cells), or 1:100
(1 moDC for 100 CD4+ T cells) DC: T-cell ratio for 5 days, in RPMI
1640 Glutamax (Gibco, Invitrogen, Saint Aubin, France) supple-
mented with 10% FBS in round-bottom 96-well plates (Cellstar,
Greiner bio-one, Courtaboeuf, France) as described previously
(Feray et al., 2020). A DC: T-cell coculture loaded with the mito-
gen phytohaemagglutinin (PHA, Invitrogen, Saint Aubin,
France) was used as a positive control for T-cell proliferation.
Analysis of T-cell proliferation was assessed as the CFSEjy, cells
by flow cytometry, on a FACS Attune NxT acoustic focusing cy-
tometer (ThermoFisher Scientific).

Cytokine quantification in cell culture supernatants

MoDCs mono or coculture supernatants were measured in
duplicate for IL-1p, IL-6, CXCL-8, IL-12p40, CCL-2 (MCP-1),
CXCL-12 and CXCL-10 (IP-10), IL-17A, IL-17F, IL-5, IL-13, IL-9,
IFN-v, IL-10, and IL-22 using Meso Scale Discovery multiplex
assay (MSD, Rockville, Maryland) following manufacturer’s
instructions.

RESULTS

Characterization of Synthetic Amorphous Silica
Nanoparticles

Silica exists in a multitude of different forms for industrial appli-
cations. SAS-NPs are synthesized through low-temperature col-
loidal or high-temperature pyrolysis routes (Croissant et al.,
2020). In this study, we mainly focused on 2 fumed silica NPs
(commercially available S5505 and NM-202 benchmark mate-
rial). For comparison, Ludox TMA NPs were also studied.

TEM is among the gold-standard method for NPs characteri-
zation as it allows the assessment of the morphology and exter-
nal dimensions of the constituent particles. S5505 fumed silica
or Ludox TMA NPs dispersed in water were deposited onto TEM
grids for analysis (Supplementary Figs. 1A and 1B). S5505 fumed
silica NPs were rounded shaped and appeared fused as chain-
like structures (Supplementary Figure 1A). The median diameter
of the identifiable constituent nanoparticles was 14.4 =5.3nm
(Supplementary Figure 1B) which is in the same range as the
values determined by Sun et al. (2016) and Winkler et al. (2017).
According to DLS measurements, which are based on Brownian
motion (Supplementary Figure 1C), S5505 fumed silica in RPMI
1640 medium led to a bimodal distribution with a first main
population centered on 123+53nm and a second one on
8.7 £ 0.3 um, testifying of agglomeration and/or aggregation pro-
cesses. The addition of 1% of FBS to the medium also led to a bi-
modal distribution. However, the size corresponding to the first
main population increased to 2.2 * 1.1 um whereas the second
population remained unchanged (hydrodynamic diameter
close to 8.5+ 0.8um). Supplementation with 10% FBS did not
greatly change the sizes of the 2 populations (1.5* 0.6 pm and
7.7 =1.9um) but led to an increase in the proportion of the sec-
ond population. Optical microscopy, and in particular granulo-
morphometry (data not shown), was used to search for
additional details but the contrast between the particles and the
buffer was weak in the same manner as previously described
by Doi (1982). The ¢-potential value for S5505 in RPMI 1640 was
—225*1.4mV and increased to —13.5+1.5 and -8.5*1.9mV
in the presence of 1% and 10% of FBS, respectively
(Supplementary Figure 1D). This increase, even at low serum
concentration, suggests that a protein layer is formed on par-
ticles (Monopoli et al., 2011). It should be noted that the steriliza-
tion step at 80°C for 8 h does not modify the size and {-potential
behavior of S5505 fumed silica (data not shown) as the same
tendency was observed with or without FBS.

Regarding NM-202 DLS size measurements, 2 peaks were ob-
served in pure RPMI 1640 at 160 += 33nm and 8.9 + 0.5 um, show-
ing similar behavior to fumed silica (Supplementary Figure 1C).
The addition of 10% of FBS led to an increase in the first popula-
tion to 423 =189 nm whereas the second population remained
unchanged (hydrodynamic diameter close to 7.0+ 3.2um).
Moreover, free serum proteins were detected at 7.4 +1.0nm.
The {-potential values for NM-202 nanoparticles were equal to
—20.1+0.5 and —6.9 = 0.5mV in absence of FBS and with 10% of
FBS, respectively (Supplementary Figure 1D), confirming
adsorption of FBS components to the particle surface as for
S5505 fumed silica NPs.

As for Ludox TMA NPs, they present higher size and shape
homogeneities according to TEM images (Supplementary
Figs. 1A and 1B). Their median diameter determined by TEM
was 16.5+2.0nm (Supplementary Figure 1B) which is lower
than the median hydrodynamic diameter measured by DLS
(27.2 £ 0.3nm) (Supplementary Figure 1C). This phenomenon is
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classic as the dispersion of NPs into an electrolyte led to a layer
on the surface, measured by DLS, which is composed of ions
and molecules of the dispersion medium. Supplementation
with 1% of FBS led to a bimodal distribution with a first large
population centered on 50.8+4.3nm and a second one at
7.8+0.4pum Dbearing out an agglomeration/aggregation
(Supplementary Figure 1C). The addition of 10% of FBS to the
medium led to a trimodal distribution. The sizes corresponding
to the 2 previous populations remained unchanged (hydrody-
namic diameters close to 48.8 + 7.5nm and to 8.6 = 0.5um, re-
spectively) whereas a new population was detected at
144 +31nm corroborating the agglomeration/aggregation
mechanism (Supplementary Figure 1C). This phenomenon can
be explained by the adsorption of serum proteins at the particle
surface. Indeed, {-potential measurements have shown an in-
crease in {-potential in the presence of FBS, this phenomenon is
all the more pronounced as there is a high content of FBS
(Supplementary Figure 1D).

Thus, as expected given their synthesis routes, fumed silica
S5505 and NM-202 NPs have comparable physicochemical prop-
erties while differing from Ludox TMA NPs.

Cytotoxicity of Synthetic Amorphous Silica
Nanoparticles

Phagocytic cells, such as DCs, are suspected to be sensitive to
NPs cytotoxicity because of their capability to attain a large in-
tracellular load. To analyze the cytotoxicity of SAS-NPs, human
moDCs were incubated for 16 h with 12.5, 25, 50, or 100 yg.ml~*
of S5505 or NM-202 fumed silica or Ludox TMA NPs. Cell viability
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was then analyzed by flow cytometry using PI staining. Results
showed that all SAS-NPs decreased moDCs viability in a
concentration-dependent manner (Figure 1). The 50pug.mL*
concentration of S5505 NPs and 100 ug.mL~* of Ludox TMA were
highly cytotoxic with a 60% cell mortality. Both the 12.5 and
25ugmL™? concentrations of S5505 or NM-202 fumed silica
(Figs. 1A and 1B) and 25 and 50ug.mL" of Ludox TMA NPs
(Figure 1C) were below or slightly above the 30% cytotoxicity
established threshold and were retained for further experi-
ments. These cytotoxicity results led us to select different work-
ing concentrations for each type of nanoparticle, so as not to
exceed the 30% cytotoxicity threshold. Moreover, based on a
sensitive LAL assay, all SAS-NPs tested were below the thresh-
old of endotoxin positivity (0.05 EU.mL %) (Figure 1D).

Synthetic Amorphous Silica Nanoparticles Modulated
moDCs Phenotype

To examine the phenotypic changes of moDCs, cells were incu-
bated with 12.5 and 25 pg.mL ™" of S5505 or NM-202 fumed silica
NPs, or 25 and 50 pg.mL~" of Ludox TMA. LPS was used as a posi-
tive control for moDCs maturation. The maturation status of
the moDCs was then assessed using FACS analysis and mea-
surement of CD80, CD86, CD83, CD40, CXCR4, and PDL-1 expres-
sions. Interestingly, expressions of CD83 and CD86 molecules
increased in a dose-dependent manner reaching statistical sig-
nificance for 25ug.mL™* of S5505 and NM-202 NPs (Figs. 2A and
2B) and 50 ug.mL " of Ludox TMA (Figure 2C). The expression of
CXCR-4 was significantly induced by 25ug.mL™~* of S5505 and
50 ug.mL "~ of Ludox TMA NPs (Figs. 2A and 2C). CD40 and PDL-1

100+

©
o
1

NM-202 (ug.mL")

Samples Endotoxins (EU.mL™")
S5505 0,008
NM-202 0,01
Ludox TMA 0,04

Figure 1. Cytotoxicity and endotoxin levels of synthetic amorphous silica nanoparticles. MoDCs were incubated with 12.5, 25, and 50 pg.mL "~ of $5505 fumed silica NPs
(A) or 12.5 and 25 pg.mL~" of NM-202 NPs (B) or 0, 25, 50, or 100 pg.mL~* of Ludox TMA nanoparticles (C) for 16 h. Cells were then collected, washed, and cell viability an-
alyzed by flow cytometry using propidium iodide staining. Results were expressed in percentage of cell mortality and represented the mean + SEM of 3 independent
experiments. *p < .05, *p < .01, **p < .001, 1-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison test. (D) Endotoxin levels were analyzed with the Limulus amebocyte lysate
(LAL) assay. Representative results. The limit of detection was 0.01 EU.mL~* and the threshold of endotoxin positivity was 0.05 EU.mL ™"
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Figure 2. Synthetic amorphous silica nanoparticles modulated moDCs pheno-
type. Cells were incubated with 12.5 and 25 pg.mL ™" of S5505 fumed silica nano-
particles (A) or NM-202 (B) or Ludox TMA (C) for 16 h. LPS was used as a positive
control. Cells were then collected, washed, and the maturation status of the
moDCs was assessed by FACS analysis. Unloaded moDCs were used as control.
Results were expressed as a fold increase of the percentage of positive cells
compared with untreated cells and represented the mean + SEM of 3 indepen-
dent experiments. *p < .05 1-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison test
(statistics for LPS are not shown).

expressions were also slightly augmented but did not reach sta-
tistical significance. Taken together, our findings suggested that
all SAS-NPs tested, whether produced via thermal or wet pro-
cesses, significantly affected moDCs maturation through upre-
gulation of the same markers.

Synthetic Amorphous Silica Nanoparticles Induced the
Production of Pro-Inflammatory Cytokines and
Chemokines by moDCs

To further document the effect of SAS-NPs on human moDCs
phenotype, we assessed the production of pro-inflammatory
cytokines and chemokines from particles-treated cells. Again,
moDCs were exposed to 12.5, 25, or 50 ug.mL~* of SAS-NPS. The
moDCs culture supernatants were collected and analyzed using
U-PLEX MSD technology for IL-1B, IL-6, CXCL-8, IL-23, CCL-2
(MCP-1), CXCL-12, CXCL-10 (IP-10), and TNF-o production.
Interestingly, secretions of CXCL-8 and CXCL-12 were signifi-
cantly enhanced in a concentration-dependent manner in the
presence of 12.5-25 ug.mL ™" of S5505 and NM-202 fumed silica
NPs (Figs. 3A and 3B), as well as 25 and 50 ug.mL " of Ludox TMA
(Figure 3C). Noticeably, IL-6 and CXCL-10 were also significantly

upregulated by both concentrations of NM-202 (Figure 3B). IL-18,
IL-23, and TNF-a secretions were slightly augmented but did not
reach significance (Supplementary Figure 2). From these results,
we showed that all SAS-NPs tested were able to increase the
production of pro-inflammatory cytokines and chemokines by
moDCs, suggesting the existence of an inflammatory signature.

Human moDC Internalized S5505 Fumed Silica
Nanoparticles

To investigate the potential uptake of nanoparticles by moDCs,
we performed TEM observations. This technique allows to visu-
alize cellular compartments at a nanometer scale and discrimi-
nates internalization from membrane adsorption. We focused
on S5505 fumed silica which gave comparable results with the
benchmark material NM-202 for DC maturation. Control imma-
ture DCs were mostly roundly shaped (Figs. 4A and 4E). In
treated cells, NPs can be observed outside, nearby, and inside
DCs. In Figures 4B and 4F, 2 representative images of S5505
fumed silica-treated cells are shown, as well as higher magnifi-
cations depicted by the selection squares (Figs. 4C and 4D for 4B,
4G and 4H for 4F). Interestingly, SAS-NPs aggregates are present
close to the plasma membrane (white arrows) and could be vi-
sualized inside cytoplasmic vesicles (black arrows). Intracellular
“free” cytoplasmic SAS-NPs aggregates were not detected.
Interestingly, SAS-NPs were sometimes partially surrounded by
the membrane or dendrites (arrowheads), suggesting an ongo-
ing process of trapping in endocytic vesicles (Figs. 4C and 4D).
Moreover, after NP exposure, cells tend to present more numer-
ous and longer arborizing dendrites, consistent with an NPs-
driven shift of MoDCs maturation.

MoDCs Stimulated With S5505 Fumed Silica
Nanoparticles Enhanced CD4+ T-Cell Proliferation

To evaluate the functional consequences of moDCs maturation,
we analyzed the capacity of moDCs treated with S5505 fumed
silica to augment allogeneic CD4+ T-cell proliferation. To limit
the cytotoxicity induced by NPs during the allogeneic coculture,
we decided to expose moDCs at the lowest concentration
(12.5pg.mL™") of S5505 NPs. Treated moDCs were then washed
and cocultured with allogeneic CD4+ T cells loaded with CFSE
at several DC: T-cell ratios. Proliferation was assessed after 5
days of coculture as the percentage of CFSE)o,, CD4+ T cells. A
DC: T-cell coculture stimulated with PHA was used as a positive
control for T-cell proliferation and LPS-treated moDCs as a posi-
tive control for danger signal effects. The proliferation of T cells
not exposed to DCs was comparable to the background noise
(Figure 5A). Using a 1:20 DC: T-cell ratio, the addition of non-
treated allogeneic moDCs induced a basal T-cell proliferation of
about 30% that was statistically increased by the exposure of
moDCs to S5505 NPs (Figure 5A). Interestingly, T-cell prolifera-
tion levels triggered by S5505 NPs were comparable with those
induced by LPS, a well-known danger signal (Figure 5A).

Among the variables that regulate the activation of CD4+ T
cells by DCs, the maturation state of the DCs and the relative
amounts of stimulating moDCs and responding CD4+T cells
are of particular importance (Hopken et al., 2005). As described
previously, the use of several DC: T-cell ratios is particularly im-
portant to confirm the NPs effect and to increase the sensitivity
of the method (Feray et al., 2020). We therefore tested the follow-
ing ratios: 1:100 (corresponding to 1 moDC per 100 T cells), 1:50
(1 moDC for 50T cells), and 1:20 (1 moDC for 20T cells). We ob-
served that reducing the DC: T-cell ratios from 1:20 to 1:100
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Figure 3. Synthetic amorphous silica nanoparticles induced moDCs inflammatory cytokines and chemokines secretion. Cells were incubated with 12.5 and 25 pg.mL*
of $5505 fumed silica nanoparticles (A) or NM-202 (B) or Ludox TMA (C) for 16 h. LPS was used as a positive control. The moDCs culture supernatants were collected and
analyzed using U-PLEX MSD technology. Unloaded moDCs were used as control. Results were expressed in the quantity of detected cytokines (pg.ml™*) and repre-
sented the mean + SEM of 3 independent experiments. *p < .01, **p < .001, ***p < .0001, 1-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison test (statistics for LPS are not
shown).

Control $5505 25 pg.mL-1

Figure 4. MoDCs treated with S5505 fumed silica nanoparticles showed membrane-wrapped aggregates and vesicular uptake of NPs. Cells were incubated with 25
pg.mL~" of $5505 fumed silica nanoparticles for 24 h or left untreated. A, E: untreated MoDCs. B, F: MoDCs incubated with 25 pg.mL~* of $5505 fumed silica NPs for 24 h.
G, D: magnified images of (B). G, H: magnified images of (F). Cytoplasmic vesicles containing SAS-NPs (black arrows), SAS-NPs close to the plasma membrane (white
arrows), SAS-NPs partially surrounded by the membrane or dendrites (arrowheads). Designations: m, mitochondria; n, nucleus; er, endoplasmic reticulum. Scale bars
correspond to 2 ym (A, B, E, F) or 1 um (C, D, G, H).
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Figure 5. MoDCs treated with S5505 fumed silica nanoparticles increased allogeneic T-cell proliferation. A, Cells were incubated with 12.5 pg.mL~" of $5505 fumed silica
nanoparticles for 16 h. LPS and PHA were used as positive controls. Treated moDCs were cocultured with allogeneic CD4+ T cells loaded with CFSE at a ratio of 1 moDC
for 20 CD4+ T cells. Proliferation was measured after 5 days of coculture as the percentage of CFSE'®Y CD4+ T cells. Untreated moDCs were used as control. Results
were expressed as a percentage of increase in lymphocyte proliferation and represented the mean + SEM of 3 independent experiments. *p < .05, ***p < .0001, 1-way
ANOVA and Tukey’s multiple comparison test. B, S5505 fumed silica nanoparticles increased T-cell proliferation at all DC: T-cell tested ratios. Cells were incubated
with 12.5 pg.mL " of S5505 fumed silica nanoparticles for 16 h. LPS and PHA were used as positive controls. Treated moDC were cocultured with allogeneic CD4+ T cells
loaded with CFSE at different ratios: 1:100 (1 moDC per 100 T cells), 1:50 (1 moDC for 50 T cells) and 1:20 (1 moDC for 20 T cells). Proliferation was measured after 5 days
of coculture as the percentage of CFSE®Y CD4+ T cells. Untreated moDCs were used as control. Results were expressed as a percentage of increase in lymphocyte prolif-
eration and represented the mean + SEM of 3 independent experiments. *p < .01, 2-way ANOVA and Sidak’s multiple comparison test.

decreased basal proliferation (Figure 5B). Consequently, T cells
showed a higher index of proliferation when moDCs were stim-
ulated with S5505 SAS-NPs. The increase in T lymphocytes pro-
liferation in the presence of SAS-NPs-treated moDCs was
statistically significant for all tested ratios compared with
unloaded moDCs (Figure 5B).

S5505 Fumed Silica Nanoparticles Increased the
Production of IL-9 and IL-17A/F by CD4+ T Cells

To get insight into the mechanism of the CD4+ T-cell response,
we next analyzed the production of T-cell cytokines in the
coculture supernatants (Figure 6). Results showed that when
moDCs were exposed to 12.5 ug.mL~* of S5505 fumed silica NPs,
the production of IL-9, IL-17A, and IL-17F in the supernatant of
cocultures was significantly augmented. Moreover, an increase
in IL-5 production was also observed but was nonsignificant
due to the high variability of the results. IFN-v, IL-22, and IL-13
were also augmented but the levels were also not statistically
different from controls. Interestingly, SAS-NPs caused a more
significant production of IL-9 than LPS (Figure 6).

DISCUSSION

As a first-line defense against nonself-entities, DCs are senti-
nels of the immune system, actively sampling the antigenic en-
vironment and sensing danger. The “danger theory” explains
how immune responses could take place in aseptic conditions
(Matzinger, 1994). Among the patterns sounding the alarm,
Gallo and Gallucci proposed the NAMPs (Gallo and Gallucci,
2013). Nanomaterials may be considered as “emerging” danger
signals activating DCs either directly or indirectly as a result of
cell injury (Gallo and Gallucci, 2013; Pallardy et al., 2017), en-
abling them to undergo a full maturation process and to migrate
to regional lymph nodes and activate naive T lymphocytes
(Pallardy et al., 2017). Our results suggested that human DCs
could sense SAS-NPs as danger signals, potentially altering the
immunogenicity of environmental antigens (Shannahan and
Brown, 2014). Indeed, as described previously for air pollution
particles (de Haar et al., 2008), there is increasing evidence for

the impact of nanomaterials on allergic airway disease
(Meldrum et al.,, 2017) and skin sensitization (Yoshioka et al.,
2017). Although only a few in vivo studies explored to date the
danger signal hypothesis for SAS-NPs, their results comfort our
in vitro observations (Brandenberger et al., 2013; Han et al., 2016).
However, significant gaps remain concerning the effects of
nanomaterials on DCs, and the relevance of the selected experi-
mental models for humans.

The effects of different nanoparticles including Micromod
colloidal silica (Hirai et al., 2012; Nakanishi et al., 2016), Sigma
“ultrafine” silica (Kang and Lim, 2012), or Aerosil 380F and 200 F
(Winkler et al., 2017) have been previously studied using the mu-
rine BMDCs. Most studies examined the DCs phenotype, with a
large variety of markers (CD40, CD69, CD80, CD86, MHC II) and
the production of pro-inflammatory cytokines (Heng et al., 2011,
Zhu et al., 2014) has not yet been extensively studied. This ap-
proach would benefit from more functional tests such as DCs
migration assays (Li et al., 2010) or allogeneic coculture to ex-
plore the ability of activated DCs to induce T-cell proliferation
(Koike et al., 2008). Moreover, the extrapolation of these results
to humans remains challenging and some investigators decided
to use human DC obtained from either CD34+ progenitor cells
or monocytes (Andersson-Willman et al., 2012; Barillet et al.,
2019; Laverny et al., 2013; Schanen et al., 2013; Vandebriel et al.,
2018). The effects of silica NPs on human DCs have been thor-
oughly explored for mesoporous silica particles (Kupferschmidt
et al., 2014; Vallhov et al., 2007, 2012), known to display a unique
pore structure and extremely large surface area, making them
suitable for drug and vaccine delivery systems. Our work is part
of a different approach addressing the immunotoxic effects of
unintentional, passive exposure to SAS-NPs used in consumer
products or industry, such as fumed or colloidal silica. To this
end, our experiments were designed to propose a robust in vitro
model of human innate immune responsiveness using primary
DCs. We specifically explored NPs impact on human DCs using
an integrated in vitro model able to measure the DCs phenotype
alterations following SAS-NPs exposure but also the consequen-
ces of such alterations on T-cell responses.

The criteria to identify danger signals comprise DCs activa-
tion and maturation and the ability to regulate their migratory
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Figure 6. S5505 Fumed silica nanoparticles increased the production of IL-9 and IL-17A/F by CD4+ T cells. Cells were incubated with 12.5 ng.mL~* of S5505 fumed silica
nanoparticles for 16 h. LPS and PHA were used as positive controls. Treated moDCs were cocultured with allogeneic CD4+ T cells loaded at a ratio of 1 moDC for 20
CD4+ T cells. On day 5, cytokines levels were measured in coculture supernatants using U-PLEX MSD technology. Untreated moDCs were used as control. Results were
expressed in the quantity of detected cytokines (pg.mL~?) and represented the mean + SEM of 3 independent experiments. *p < .05, **p < .01, **p < .001 1-way ANOVA

and Tukey’s multiple comparison test.

properties. In our study, DCs maturation was clearly evidenced
by phenotypical modifications of human moDCs with increased
expression of CD83, CD86, and CXCR4 on the cell surface, a fea-
ture which appears common to all the SAS-NPs we tested. CD83
is a membrane-bound glycoprotein considered one of the hall-
marks of fully matured DCs (Prechtel and Steinkasserer, 2007)
whereas CXCR4 binds the CXCL12 chemokine that plays a role
in mature DCs migration through the afferent lymphatic vessels
to the lymph nodes (Pozzobon et al., 2016). SAS-NPs-induced
moDCs activation was further supported by an increase in the
secretion of pro-inflammatory cytokines, particularly CXCL-
8 and CXCL-12, again for all the pyrogenic and colloidal silica
tested. These phenotypical modifications are unlikely due to
contamination by LPS because the SAS-NPs used did not con-
tain detectable levels of endotoxins, as verified using the LAL
test (Li et al.,, 2017). Using human moDCs, Vallhov et al. tested

mesoporous silica calcinated AMS-6 nano- and AMS-

8 microparticles and found a slight but significant increase of
CD86, no significant effect on CD83 and MHC II expression, and
a reduced expression of the CD40 and CD80 costimulatory mole-
cules (Vallhov et al., 2007). The conclusion was that mesoporous
silica modified DCs phenotype in a relatively immature state
confirmed later with the SBA-15 mesoporous silica particles
(Vallhov et al., 2012). These contrasting effects can be attributed
to the distinct characteristics of the silica NPs tested. Indeed,
Winter et al. demonstrated on murine BMDCs that fumed silica
NPs, which seem comparable to S5505 in terms of physicochem-
ical characteristics, significantly increased the expression of
MHC II as well as CD80 and CD86 (Winter et al., 2011). More re-
cently, Winkler et al. suggested that high concentrations of py-
rogenic SAS-NPs could activate BMDCs with a weak but
nonsignificant upregulation of CD40 and CD86 expressions and
release of IL-1f and TNF-a (Winkler et al., 2017). The ability of
SAS-NPs to increase the release of pro-inflammatory cytokines
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such as IL-6 and CXCL-8 was previously demonstrated on hu-
man epithelial cell lines (Gualtieri et al.,, 2012; Hetland et al,,
2001). In the RAW 264.7 macrophage-like cell line, SAS-NPs in-
crease the gene expression of IL-1, IL-6, and TNF-x (Park and
Park, 2009) or the persistent production of IL-6 and TNF-o
(Torres et al., 2020).

We then explored by TEM the ability of human DCs to inter-
nalize SAS-NPs. Our work shows for the first time the internali-
zation of 25ug.mL™~" S5505 fumed silica in human DCs within
24h. As intracellular nanoparticles were only seen in cytoplas-
mic vesicles, this suggests endocytosis processes. Considering
the observation of ca 100 different cell sections per condition, it
seems that NPs-treated cells present more dendrites than con-
trol cells, in agreement with their maturation. Consistent with
our results, the presence of fumed silica NPs clusters was dem-
onstrated at the plasma membrane and in endosome-like
vesicles in BMDCs, for 250ug.mL~* SAS-NPs concentration
(Winkler et al., 2017). In MoDCs, the internalization of mesopo-
rous silica was also observed (Vallhov et al., 2012).

The term “mature” is commonly used as a phenotypic rather
than a functional state, designating DCs expressing high levels
of maturation and costimulation molecules on their surface.
However, phenotypically mature DCs do not always promote T-
cell immunity (Reis e Sousa, 2006). The ultimate consequence of
functional DCs maturation for the immune response is T-cell
activation and proliferation, only possible after productive in-
teraction with activated DCs. We then addressed the conse-
quences of SAS-NPs-induced DCs phenotype alterations on T-
lymphocytes activation using an allogeneic DC: T-cell coculture
model. Our results showed a strong augmentation of T-cell pro-
liferation when moDCs were stimulated with S5505 fumed silica
NPs. Interestingly, this effect was comparable to LPS, a well-
known danger signal. This increase in T-cell proliferation was
accompanied by an increase in T-cell cytokine secretion, nota-
bly IL-17A/F and IL-9. IL-5 was also increased but in a nonsignifi-
cant manner. These results are consistent with the pro-
inflammatory phenotype of DCs described above and with the
danger signal hypothesis. The production of such cytokines
suggested that these activated T cells could preferentially adopt
a Th2 and Th17 orientation, but this remains to be confirmed by
performing intracellular cytokine measurements. There are
only few studies in the literature using coculture of T-cells and
DCs to assess the functional DCs maturation in the presence of
NPs (Barillet et al., 2019; Schanen et al., 2013; Vallhov et al., 2012;
Yang et al., 2010) but these results strongly supported the obser-
vations of phenotypic alterations. Those conducted on carbon
black (Koike et al., 2008) and CeO,/TiO, NPs (Schanen et al., 2013)
suggested that these nanomaterials could drive the polarization
of the T-cell response, but experiments specifically designed to
explore T-cells polarization would be needed. Vallhov et al. con-
ducted an elaborated autologous coculture experiment using
naive CD4+ T lymphocytes with anti-CD3 stimulation on day 7
(Vallhov et al., 2012). They showed that mesoporous SAS-NPs
SBA-15 could drive T-cell polarization with IFN-v, IL-4, and IL-13
production, highlighting the adjuvant effect of this material and
the interest to explore the DC: T-cell interaction. In our study,
the allogeneic coculture experiments were designed to specifi-
cally address the functional maturation of DCs, which
expressed high surface levels of CD83 and CD86 molecules and
produced cytokines.

Remarkably, pyrogenic or colloidal NPs induced the maturation
of human DCs by regulating the expression of the same markers
and the production of the same pro-inflammatory cytokines. It
would be interesting to identify the characteristics responsible for

these common immunotoxic properties, such as the silanol groups
and siloxane rings. Reducing their surface expression has been
demonstrated to decrease fumed silica NPs cytotoxic effects in
THP-1 cells (Sun et al., 2015). A major role was attributed to their
concentration (Zhang et al., 2012) and specific surface arrangement
in biological membranes damages (Pavan et al, 2013), closely
linked to the initiation of inflammatory reactions and IL-1p release
(Pavan et al., 2014). Recently, the “nearly free silanols,” in their re-
partition and local density, were presented as key molecular moie-
ties in silica toxicity (Pavan et al, 2019, 2020). Although
controversial, the generation of reactive oxygen species (ROS) by
SAS-NPs could contribute to membrane damage (Di Cristo et al,
2016; Sun et al., 2015; Zhang et al., 2012). Strained siloxane rings of
fumed silica, absent in colloidal silicas, could be the precursors of
hydroxyl radicals (Zhang et al., 2012). Zhang et al found higher tox-
icity of fumed silica NPs compared with “Stober” colloidal silica in
epithelial and macrophage cells (Zhang et al., 2012). In our experi-
ments, the concentrations of Ludox TMA leading to DCs activation
were higher than those of fumed silica, but we found nevertheless
comparable immunotoxic effects.

In conclusion, recent studies have challenged the assumed
biocompatibility of SAS-NPs, particularly with immune cells
(Himly et al., 2017; Mocan et al., 2016; Shannahan and Brown,
2014), suggesting that a comprehensive evaluation of their ac-
tual immunotoxicity must be carried out. In this work, we dem-
onstrated using human DCs that SAS-NPs promoted the 2 first
steps of adaptive immune response by increasing the matura-
tion of human DCs and augmenting allogeneic T-lymphocyte
response, characterized by increased proliferation and cytokine
secretion. Given their effects on DCs activation, SAS-NPs may
therefore play a role in the immunization process against envi-
ronmental antigens, in situations where simultaneous exposure
with nanoparticles could occur in the workplace, as well as in
everyday life.
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Figure S1. Characterization of synthetic amorphous silica nanoparticles.

A.Typical TEM image of unstained S5505 fumed silica or Ludox® TMA nanoparticles suspended in
water. B. Distribution histogram and cumulative distribution of the constituent nanoparticle size
determined by TEM (Total count: 334 particles for S5505 and 311 for Ludox® TMA). C. Intensity-
weighted size distribution profiles of S$5505 fumed silica, Ludox® TMA or NM-202 nanoparticles in pure
RPMI 1640, in RPMI 1640 supplemented with 1% of Fetal Calf Serum and in RPMI 1640 supplemented
with 10% of Fetal Calf Serum were obtained using Dynamic Light Scattering. Each measure was

repeated ten times. D. (-potential variations of S5505 fumed silica nanoparticles, Ludox® TMA or NM-

202 in RPMI 1640 with or without fetal bovine serum (C-potential data are represented as mean + SD
of ten independent measurements). ****. p < 0.0001, one-way ANOVA and Tukey’s multiple

comparison test.

Figure S2. Synthetic amorphous silica nanoparticles induced moDCs inflammatory cytokines
and chemokines secretion

Cells were incubated with 12.5 and 25 pg.mL* of $5505 fumed silica nanoparticles (A) or NM-
202 (B) or Ludox® TMA (C) for 16 hours. LPS was used as a positive control. The moDCs culture
supernatants were collected and analyzed using U-PLEX MSD technology. Unloaded moDCs
were used as control. Results were expressed in the quantity of detected cytokines (pg.mL?)
and represented the mean + SEM of three independent experiments. **: p < 0.01, ***: p <
0.001, ****: p < 0.0001, one-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison test (statistics for

LPS are not shown).
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Figure S1. Characterization of synthetic amorphous silica nanoparticles.

A Typical TEM image of unstained S5505 fumed silica or Ludox® TMA nanoparticles suspended in water.
B. Distribution histogram and cumulative distribution of the constituent nanoparticle size determined by TEM (total count: 334 particles for $5505 and 311 for Ludox® TMA),
C. Intensity-weighted size distribution profiles of S5505 fumed silica, Ludox® TMA or NM-202 nanoparticles in pure RPMI 1640, in RPMI 1640 supplemented with 1% of Fetal Bovine Serum
and in RPMI 1640 supplemented with 10% of Fetal Bovine Serum were obtained using Dynamic Light Scattering. Each measure was repeated ten times.
D. Zeta-potential variations of S5505 fumed silica nanoparticles, Ludox® TMA or NM-202 in RPMI 1640 with or without fetal bovine serum (zeta-potential data are represented as mean + SD

of ten independent measurements).
****: p < 0.0001, one-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison test
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Figure S2. Synthetic amorphous silica nanoparticles induced moDCs inflammatory cytokines and

chemokines secretion.

Cells were incubated with 12.5 and 25 pg.mL-1 of S5505 fumed silica nanoparticles (A) or NM-202 (B) or Ludox® TMA (C) for 16 hours.

LPS was used as a positive control. The moDCs culture supernatants were collected and analyzed using U-PLEX MSD technology.

Unloaded moDCs were used as control. Results were expressed in the quantity of detected cytokines (pg.mL-1) and represented

the mean + SEM of three independent experiments. **: p < 0.01, ***: p < 0.001, ****: p < 0.0001, one-way ANOVA and Tukey's multiple comparison
test (statistics for LPS are not shown).



Article 2

L'objectif de Iarticle suivant a été de comprendre quels étaient les mécanismes sous-
jacents a l'activation des DC en réponse aux SAS-NP (article n°2, soumis). Les
interactions entre les nanoparticules et les DC ainsi que les voies de signalisation
pouvant étre impliquées dans |'activation des DC a la suite de ces interactions sont
trés peu décrites dans la littérature. La protéine kinase Syk est centrale dans la
signalisation intracellulaire et est connue pour étre impliquée dans la maturation des
DC apres l'interaction de ligands avec leurs récepteurs ou a des interactions
membranaires directes entre les particules et la membrane plasmique. Tres peu
d'études se sont intéressées a lactivation de Syk suivant une perturbation
membranaire. Cependant, il a été montré pour des particules d'urate de sodium, des
particules d’aluminium et des cristaux de cholestérol que la protéine Syk pouvait étre
phosphorylée a la suite d'une liaison membranaire de ces particules et un
réarrangement lipidique (Ng et al. 2008; Flach et al. 2011). De plus, I"équipe de Pavan
et al. a mis en évidence que la réactivité de surface serait un élément clé favorable a
la mise en place d'interactions entre la silice et les composants membranaires pouvant
initier la toxicité (Pavan et al. 2013; 2020). Nous avons donc entrepris d'explorer les
effets membranaires des SAS-NP sur les DC et la signalisation Syk. Nos résultats
montrent que les SAS-NP induisent un réarrangement lipidique nécessaire a
I"activation de Syk. Nous avons montré que la phosphorylation de Syk était nécessaire
a l'activation de la MAPK JNK ainsi qu‘aux modifications phénotypiques et a la
prolifération des lymphocytes T en réponse aux SAS-NP. Ensemble, ces résultats
suggerent pour la premiére fois que la maturation des cellules dendritiques induite
par les SAS-NP serait dépendante de Syk et déclenchée par une réorganisation des

rafts lipidiques.
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Abstract (max 350 words)

Background: Synthetic amorphous silica nanoparticles (SAS-NPs) are widely employed
in pharmaceutics, cosmetics, food and concretes. Thus, workers and the general
population are exposed daily via diverse exposure routes. SAS-NPs are generally
recognized as safe (GRAS) by the Food and Drug Administration, but because of their
nanoscale size and extensive uses, a better assessment of their immunotoxicity is
required. In the presence of “danger signals”, dendritic cells (DCs) undergo a
maturation process resulting in their migration to regional lymph nodes where they
activate naive T-cells. We have previously shown that fumed silica pyrogenic SAS-NPs
promote the two first steps of adaptative immune response by triggering DCs
maturation and T-lymphocytes response, suggesting that SAS-NPs could behave as
immune “danger signals”. The presents work aims to identify the signalling pathways
involved in the response to pyrogenic SAS-NPs. Spleen tyrosine kinase (Syk) is a
pivotal intracellular signalling molecule whose phosphorylation was associated with
DCs maturation. We hypothesize that Syk may play a central role in SAS-NPs-induced
DCs response.

Results: In human monocytes-derived dendritic cells (moDCs) exposed to SAS-NPs,
Syk inhibition prevented the induction of the expression of co-stimulation and
activation markers, CD83 and CD86. A significant decrease in the T-cell proliferation
and IFN-y, IL-17F and IL-9 productions were found in an allogeneic moDC:T-cell co-

culture. These results suggest that the activation of Syk is necessary for the
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establishment of the T-cell response. Moreover, Syk phosphorylation, observed 30
minutes after SAS-NPs exposure, occurred upstream of the c-Jun N-terminal kinase
(JNK) Mitogen-activated protein kinases (MAPK) and was elicited by the Src family of
protein tyrosine kinases. The latter are likely to be recruited to the membrane during
SAS-NPs-induced aggregation of lipid rafts.

Conclusions: We showed that SAS-NPs were recognized by DCs as a danger signal
by a Syk-dependent pathway. Our findings revealed an original mechanism whereby
the interaction of SAS-NPs with DCs cell membranes promoted aggregation of lipid
rafts, through which a Src kinase-initiated activation loop could trigger Syk activation

and functional DC maturation.

Keywords: amorphous silica, nanoparticles, dendritic cells, Syk, lipid rafts, Src kinases
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Background

If many nanoparticles are generated from natural sources such as fires, volcanic
eruptions, oceans, and groundwater, engineered nanoparticles have been
increasingly used in electronics, cosmetics, food, and pharmaceuticals over the past
decades (1). Synthetic amorphous silica nanoparticles (SAS-NPs) are among the three
most-produced nanomaterials (2) obtained either by a wet process for precipitated
silica or by high-temperature flame pyrolysis for pyrogenic silica (3). Fumed silica is
found in various daily used products such as cosmetics as an anticaking agent or
dehydrated food as an E551 additive (4,5). The manufacturing and industrial uses raise
the issue of occupational exposure, mainly occurring through the respiratory route
and enabling contact with immune cells in the respiratory tract, such as macrophages
or dendritic cells (DCs) (6). SAS-NPs have been described as Generally Recognized As
Safe (GRAS) by the Food and Drug Administration and have long been considered
biocompatible compared with crystalline silica. However, recently we and others have
found that SAS-NPs may cause immunotoxic effects (7).

DCs are professional antigen-presenting cells (APCs) with phagocytic capabilities (8).
They sample their environment and behave as immunological sentinels (9). Indeed,
DCs reside in non-lymphoid tissues in an immature antigen-capturing state until a
danger signal warns them that their microenvironment is getting dangerous (10,11).
A maturation process is consequently engaged, which allows them to migrate to

regional lymph nodes. Exogenous danger signals, known as Pathogen-Associated
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Molecular Patterns (PAMPs), are evolutionary conserved common structures shared
by many pathogens but not found in their eukaryotic hosts. Endogenous danger
signals, also called alarmins or Damage-Associated Molecular Patterns (DAMPs), are
constitutive or inducible and released by cells or tissues undergoing non-physiological
stress or death. More recently, a new danger category has been proposed, the
Nanoparticle-Associated Molecular Patterns (NAMPs), which are nonetheless
undefined and dependent on the physicochemical properties, as well as the nature of
the components interacting with the particles when they encounter biological fluids
(12,13). Observations from both in vivo and in vitro studies support the hypothesis of
SAS-NPs being a danger signal. Indeed, upon repetitive inhalation exposure, a
reversible inflammation was evidenced in rodents, associated with IL-1B3 production .
In mice, SAS-NPs could act as adjuvants in allergic responses when the nanoparticles
are administered by intranasal instillation (16,17). Furthermore, intraperitoneal
exposure to SAS-NPs showed an adjuvant effect in a model of mice ovalbumin-
induced allergy. This was demonstrated by higher anti-OVA IgG1, 1gG2a, IgE
antibody production, and enhanced cytokines production (IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-17)
(18). Winter et al. have demonstrated that SAS-NPs could induce an in vitro activation
of murine DCs reflected by increased expression of the CD80, CD86 markers and
major histocompatibility complex Il (MHC-II) as well as IL-18 secretion (19,20) and
TNF-a pro-inflammatory cytokines (21). Vallhov et al. showed that mesoporous SAS-

NPs increase the expression of CD86 on human monocyte-derived dendritic cells
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(moDCs) (22). Moreover, our previous results have shown that SAS-NPs increased the
expression of CD83, CD86 and CXCR4 markers as well as the secretion of pro-
inflammatory cytokines (CXCL-8 and CXCL-12) by moDCs. Fumed silica-activated DCs
significantly increased T-lymphocyte proliferation in an allogeneic co-culture (23,24).
Taken together, these observations strongly support that SAS-NPs could behave as
immunogenic danger signals. However, there is very limited data so far on the early
events initiated by the interaction of nanomaterials with DCs and the signalling
pathways that could be turned on and thus participate in the activation of these cells.
Syk is a central protein kinase in intracellular signalling known to be involved in DCs
maturation following the engagement of receptors or direct interactions of particles
with the plasma membrane (25-27). The initial activation of Syk is mainly linked to its
phosphorylation by Src family kinases, initiating a phosphorylation loop (28,29). Sedlik
et al. have shown that Syk plays a crucial role in the signalling process following FcyR
binding, which leads to the induction of DCs maturation (30). This has also been
demonstrated in response to therapeutic protein aggregates following their
interaction with FcyR (27). Syk is involved in DCs maturation through the activation of
signalling cascades such as Rac GTPase pathways, which are involved in c-Jun N-
terminal kinase (JNK) activation but also in phagocytosis and antigen internalization
(31,32). The activation of Syk and the signalling pathways engaged following
nanomaterials interactions with DCs have not been investigated yet. However, studies

on monosodium urate crystals (MSU) and alum particles showed that Syk could be



10

phosphorylated following MSU direct membrane binding leading to cell surface lipid
sorting (25,33). A similar phenomenon has been demonstrated with cholesterol
crystals (26). Although little is known about the early activation of the Syk axis
following nanomaterials interactions with DCs, it is well established that Syk is at the
crossroads of several subjacent signalling pathways such as Phosphoinositide 3-
kinases (PI3K) or Mitogen-activated protein kinases (MAPK). The purpose of this work
was to investigate whether Syk fulfils a role in DCs activation in response to SAS-NPs

and to identify the mechanisms of Syk activation following the interaction of DCs with

SAS-NPs.
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Results

Characterization of SAS-NPs

We used fumed silica SAS-NPs supplied by Sigma-Aldrich (§5505, Sigma-Aldrich, St
Quentin Fallavier, France) selected as a model of silicas of industrial origin, showing
comparable results with the NM-202 benchmark material from the Joint research
center repository on the moDCs phenotype, inflammatory cytokines and chemokines
secretion (7). The silica nanopowder is presented by the manufacturer as having an
average primary particle size of 14 nm and a surface area of 200 + 25 m2.g™". A precise
characterization of the SAS-NPs used in this study has been previously published (7).

The main characteristics are summarized in Table 1.

Table 1. Characteristics of SAS-NPs

Reference Specific Nominal Primary | Primary particle | DLS C-potential

Surface Area’ | Particle Diameter' | Diameter? distribution® | Value®

S5505, Sigma- 123 £53 nm -225 =+

196 m?.g™ 14 nm 14.4 £ 5.3 nm

Aldrich 8.7 +0.3 um 1.4 mV

' Data provided by the supplier, 2 Analyzed by TEM, *in RPMI 1640

Syk controls moDCs phenotype in response to SAS-NPs

We have previously shown that SAS-NPs are recognized as a danger signal by moDCs
(7). As the role of Syk in DCs maturation has already been described (27), we aimed
to evaluate whether Syk was involved in the response of moDCs to SAS-NPs. To this
end, we used a well-described pharmacological inhibitor of Syk, BAY 61-3603 also
called Syk Inhibitor IV (figure 1). Cells were pre-treated for one hour with BAY 61-3603

and then stimulated with SAS-NPs for 16 hours. The inhibitor's concentration was
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optimized to avoid cellular toxicity (data not shown). As previously demonstrated (7),
in the absence of Syk inhibitor IV, SAS-NPs induced a significant increase in the CD83
and CD86 markers expressions, at 12.5 and 25 pg.mL" for CD83 and only at 25 yg.mL-
"for CD86. The inhibitor had a slight effect on the basal expression of CD83 and
CD86, and completely prevented the induction caused by SAS-NPs, whether at 12.5
or 25 pg.mL" (figure 1). Consequently, Syk is thought to play a major role in SAS-NPs-

induced DCs maturation.

Activation of Syk in moDCs controls T-cell proliferation induced by SAS-NPs-treated
moDCs and cytokines production by T-cells

To assess whether Syk activation was necessary for the establishment of the T-cell
response, we performed an allogeneic moDC:T-cell co-culture. MoDCs were pre-
treated for 1 hour with BAY 61-3603 and then stimulated with SAS-NPs or not. T-cell
proliferation was assessed on day 5 as the percentage of CFSE*" CD4* T-cells (figure
2A). Using a 1:20 DC:T-cell ratio as previously stated (23), the addition of non-treated
allogeneic moDCs induced a basal T-cell proliferation of 40% that was statistically
increased upon exposure of moDCs to SAS-NPs. The inhibition of Syk in SAS-NPs-
treated cells caused a significant decrease in the percentage of CFSE" CD4* T-cells
compared with SAS-NPs-activated moDCs, suggesting that Syk is necessary for the
establishment of the T-cell response following the treatment of moDCs with SAS-NPs

(figure 2A).
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We have previously demonstrated that SAS-NPs increased the production of IL-9 and
IL-17 A/F by CD4* T-cells compared to untreated moDCs (7). Moreover, INF-y was
also augmented but the levels were not statistically different from controls (7). We
therefore assessed whether Syk could contribute to cytokines production by CD4* T-
cells in response to SAS-NPs. To this end, we measured cytokines in the moDCs:CD4*
T-cell co-culture supernatants presented in figure 2A. Interestingly, we detected a
significant decrease of IFN-y, IL-17F and IL-9 production following Syk inhibition
(figure 2B). These results reinforce the conclusion that the activation of Syk in moDCs
following SAS-NPs treatment would be necessary for the establishment of the T-cell

response.

Syk signalling pathway is activated in SAS-NPs-treated moDCs

To characterize Syk activation in the moDCs upon SAS-NPs exposure, we next
measured the kinetics of its phosphorylation using Western Blotting (figure 3). Despite
the inherent inter-individual variability between donors, we reproducibly detected a
phosphorylation of Syk 30 min after stimulation with SAS-NPs (figure 3A). Interestingly,
at that very time, the phosphorylation increased in a concentration-dependent
manner, slightly at the lowest concentration (12.5 pg.mL") but significantly different
from the control at the highest concentration of 25 pg.mL" (figure 3B).

Syk is a protein tyrosine kinase known to be upstream of many signalling pathways

such as MAPK (26,34) which have been described to be involved in moDCs maturation

10



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

(35-39). To evaluate whether MAPKs also contribute to the response of moDCs to
SAS-NPs, we assessed their phosphorylation using Western blotting (figure 4A). Two
MAPKs, JNK and p38, were found significantly activated at 90 and 120 minutes
respectively after SAS-NPs addition (figure 4B). These results show that the MAPK
pathway is activated following the interaction between moDCs and SAS-NPs, but this
delayed phosphorylation suggests an indirect activation where an upstream signalling
pathway would be turned on first. To ascertain whether Syk is required for MAPK
activation in response to SAS-NPs, we measured the JNK and p38 phosphorylations
upon Syk inhibition. Cells were pre-treated for one hour with BAY 61-3603 and then
stimulated for 90 or 120 minutes with SAS-NPs (figure 4C). A significant decrease in
JNK phosphorylation in response to SAS-NPs was observed while no effect on p38
phosphorylation was detected (figure 4D). Taken together, our results indicate that
phosphorylation of Syk in response to SAS-NPs occurs upstream of the JNK MAPK.

Moreover, the phosphorylation of the two kinases appears to be dependent on Syk.

Src family protein kinases play a role in Syk phosphorylation in response to SAS-NPs

As previously stated, activation of Syk can result from the Syk activation loop, initiated
by Src family kinases and then relayed and amplified by other activated Syk molecules
(28). We therefore assessed whether Syk phosphorylation observed in response to
SAS-NPs could be achieved by a Src family protein kinase. To this end, cells were pre-

treated for one hour with Saracatinib (Lyn, Fyn and Lck inhibitor) and then stimulated
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for 30 minutes with SAS-NPs (figure 5A). The inhibitor’s concentration was optimized
to avoid cellular toxicity (data not shown). Results showed a significant decrease in
Syk phosphorylation in response to SAS-NPs when the three Src kinases were blocked
(figure 5B). This result highlights that the Src family kinases are involved in the
phosphorylation of Syk in response to SAS-NPs. Since the post-translational acylations
and association with lipid rafts have been reported to be critical in the regulation and
activation of Src kinases (40), we then hypothesized that an early effect on the plasma
membrane leading to lipid raft aggregation could be involved in SAS-NPs-elicited Syk

phosphorylation.

Involvement of lipid rafts in SAS-NPs-treated moDCs

Lipid-rafts are cell membranes microdomains forming liquid-ordered domains of
decreased membrane fluidity. They are enriched in cholesterol and sphingolipids
such as monosialotetrahexosylganglioside (GM1), widely used as a marker of these
rafts and whose receptor is cholera toxin B. Importantly, lipid rafts represent a
supramolecular platform for cellular signalling events, bringing together receptors,
channels (41), concentrating proteins in the inner face of the plasma membrane such
as the dually acylated Src kinases Lck, Fyn and Lyn (42). Since activation of Syk has
been linked to lipid rafts formation in DCs stimulated with MSU crystals (25), we
investigated whether Syk activation by SAS-NPs could be linked to lipid rafts

formation. As a first step, using an Alexa Fluor conjugate of the cholera toxin B
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subunit, we assessed whether the interaction of moDCs with SAS-NPs could trigger
lipid rafts formation (figure 6). In untreated moDCs, as expected, GM1 featured a
diffuse distribution (figure 6A). The staining of the raft-associated GM1
glycosphingolipid showed that SAS-NPs led to visible raft aggregation starting 15
minutes after treatment (figure 6B), which seems to be lowered but still observable
after 30 minutes (figure 6C). These time points appear to be consistent with the
activation sequence of Syk (significant after 30 minutes of stimulation, figure 3).

To further support our observation, we investigated whether Syk activation following
SAS-NPs exposure could occur in the absence of lipid rafts. Cholesterol plays a key
structural role in the microdomain architecture and the use of cholesterol-
sequestering drugs to disrupt membrane rafts is now well established (43). As a
second step, we used methyl-B-cyclodextrin (MBCD) to extract cholesterol from the
membranes and investigated the consequences of such a cholesterol depletion on
Syk activation by SAS-NPs (figure 7). After 30 minutes of SAS-NPs treatment,
cholesterol depletion resulted in undetectable Syk phosphorylation (figure 7A).
Indeed, at this time, Syk phosphorylation was significantly decreased compared to the
control without MBCD (figure 7B). Together, these results indicate that SAS-NPs
induce lipid rafts formation and that these rafts are required for the activation of Syk

in response to SAS-NPs.
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Discussion

DCs are sentinels of the immune system, actively sampling their antigenic
environment and sensing danger. Some nanomaterials have been shown to activate
DCs, either directly or as a result of cell injury or death, and could thus be considered
as an emerging category of danger signals (44). We have previously demonstrated
that it applies to SAS-NPs, which induce efficient DCs maturation and pro-
inflammatory cytokines release (7). As a further step in this work, we describe here for
the first time that in DCs, SAS-NPs induce cell maturation by promoting lipid rafts
formation and the subsequent activation of a signalling cascade involving sequentially
Src, Syk and the MAPK, consistent with a functional maturation process.

The JNK and p38 MAPK were found activated, but surprisingly at the late time points
of 90 and 120 minutes respectively (figure 1 and 4A). This activation is in line with the
literature, where MAPK have been widely involved in DCs maturation in response to
various stimuli such as sensitizing molecules (nickel, cobalt or dinitrochlorobenzene)
(37,39) but also to Sigma “ultrafine” silica particles (21). However, the late
phosphorylation detected here seems highly suggestive of an indirect activation,
involving upstream events unlikely to result from a receptor engagement. We have
therefore chosen to focus on these upstream events, which have not been described
in the literature yet.

We have shown here that the response of DCs and T-cells to SAS-NPs is Syk-

dependent (figure 1 and 2). Moreover, Syk is required for JNK phosphorylation but
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not for p38 (figure 4B). It has already been described in rat vascular smooth muscle
cells that both JNK and p38 signalling pathways can be independently activated in
response to the same stimulus, since only the activation of JNK but not of p38 was
mediated by Src kinases in presence of hydrogen peroxide (45). The involvement of
Syk in the maturation of DCs in response to nanomaterials has not been described
elsewhere. However, it has been reported for other nanoobjects such as therapeutic
protein aggregates, MSU or alumn crystals (25,27,33). Syk is commonly known to be
activated upon a receptor engagement with FcyR, Dectin-1 or Mincle (46). In this case,
its activation is detected only a few minutes after the interaction between the ligand
and its specific receptor (27,47). However, in our study, we observed a rather late
activation of Syk after 30 minutes of stimulation, again more in line with a receptor-
independent process. Noteworthy, earlier stimulation times were analysed, but no
phosphorylation was observed either (data not shown).

It is well established that the aggregation of lipid rafts significantly facilitates many
cellular events including signal transduction, endocytosis, vesicular transport and cell
adhesion (48,49). Lipid sorting and then raft reorganisation are necessary for receptor
anchoring and it was suggested that it could also occur because of direct membrane
interaction between particles and the membrane. Indeed, Ng et al. have
demonstrated in BMDC that solid structures like MSU were triggering immune cell
activation via membrane lipids alterations without the requirement for specific cell

surface receptors (25). Interestingly, they also demonstrated that this original pathway
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was linked to the activation of the Syk kinase. Indeed, lipid sorting aggregates ITAM-
containing receptors, which are preferentially segregated into
cholesterol/sphingolipid rich regions of lipid rafts (50). Syk kinase would be recruited
by this accumulation and then activated, triggering the downstream signalisation (25).
We can therefore speculate that such a mechanism could be observed with SAS-NPs.
We have shown lipid rafts aggregation as early as 15 minutes after SAS-NPs
stimulation (figure 6), consistent with the late phosphorylation of Syk detected after
30 minutes (figure 3). In the literature, the formation of lipid rafts has been linked to
the recruitment of proteins binding glycosylphosphatidylinositol-anchored proteins,
transmembrane proteins and doubly acylated protein tyrosine kinases of the Src family
(51). Dual acylation is important for their attachment to lipid rafts, allowing the spatial
activation of membrane-anchored Src kinases signalling (52). We demonstrated here
that the Src family kinases are involved in the phosphorylation of Syk in response to
SAS-NPs (figure 5). Consistent with these findings, it has been shown in antigen-
presenting cells such as B cells that Src kinases can be associated with the activation
of Syk (27). Indeed, Src kinases are thought to induce the phosphorylation of Syk,
which then sets up an autophosphorylation loop of other Syk molecules. By
generating the first few molecules of activated Syk, the Src kinases would act here as
the initiating trigger.

Our results suggest that SAS-NPs are responsible for lipid rafts aggregation (figure 6),

which is necessary for Syk activation (figure 7). It remains to be understood how SAS-
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NPs would induce lipid raft formation. Lipid rafts are known to aggregate in response
to various stimuli but to our best knowledge, no study has reported yet molecular
description  of such phenomena involving nanoparticles. Indeed, even data
describing interaction between nanoparticles and lipid rafts are scarce. According to
molecular dynamics simulations, Lin et al. showed that ligand hydrophobicity, length
and density (54) as well as ligand rigidity (55) affect preferred localization of
nanoparticles. In giant unilamellar vesicles, membrane gelation and decrease of
membrane fluidity were reported for oppositely-charged silica NPs (56). In trout gill
epithelial cells, super resolution fluorescence microscopy experiments showed that
primary amine-terminated quantum dots preferentially co-localize with lipid rafts (57).
Recent results from Pavan et al. (58) shed a new light on this topic. As lipid rafts are
richer in sphyngomyelin that exhibits a zwitterionic phosphocholine, their local charge
is lower, allowing a more favorable interaction with negatively-charged silica NPs.
These authors emphasized the role of nearly-free silanols (NFS), as the main surface
pattern responsible for silica particles toxicity (59). Beside isolated, geminal or vicinal
silanols (60), NFS are defined as silanols presenting a very weak mutual interaction
through H-bonding. Their inter-distance (4-6 A) allows the clamping of the phosphate
group of phospholipids, that may result in an increase of membrane rigidity. Indeed,
in liposome models, these authors observed a restricted motion of the lipophilic
fluorescent probe Di-4-ANEPPDHQ, by time-resolved anisotropy measurements (58).

Through DFT modeling of small molecules, they also reported favorable weak
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bonding between positive methyl of the ammonium group of DOPC and
deprotonated oxygen of the NFS. They propose that the membranolytic activity of
silica NPs on red blood cells they documented (61,62) might occur in sphyngomyelin-
enriched lipid domains, as they could be specific sites of interaction between
membranes and NFS. Among all the different particles studied, pyrogenic amorphous
silica present the higher percentage of exposed NFS (17.3%). Such interaction
between DCs and NFS possibly present in the SAS-NPs we studied could stiffen DCs
membrane and trigger the aggregation of lipid rafts and thus the downstream

intracellular signalisation.
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Conclusions

In summary, we showed that SAS-NPs were recognised by DCs as a danger signal by
a Syk-dependent mechanism. This involved lipid rafts aggregation leading to the
recruitment of Src kinases, inducing the activation of Syk which in turn leads to the
phosphorylation of JNK and DCs maturation. Taken together, our results provide new
insights into the mechanism by which SAS-NPs play their danger signal role. We
hypothesize that surface chemistry is at the core of the interactions between SAS-NPs
and DCs. A more detailed understanding of the interactions between the chemical
groups present at the nanoparticles surface and membranes could lead to a safer

production of SAS-NPs through a safer-by-design approach.
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Methods

Synthetic amorphous silica nanoparticles

The fumed silica NPs used in this work are commercially available (S5505, Sigma-
Aldrich, St Quentin Fallavier, France, batch SLBR6988V). According to the
manufacturer, their specific surface determined by BET (Brunauer-Emmett-Teller) is
196 m*g™. The suspension was prepared from fumed silica dry powder dispersed in
filtered ultrapure water at a final concentration of 50 mg.mL". The suspension was
then left for 8 hours in a water bath at 80 °C for sterilization. The absence of bacterial
growth in the NPs suspension was checked after the process, and a Limulus
amebocyte lysate (LAL) test was performed on each batch to address endotoxin
contamination. Before each experiment, an intermediate dilution at a concentration
of 500 pg.mL' was prepared in RPMI 1640 medium supplemented with Glutamax,
1mM sodium pyruvate, 0.1 ng.mL"' streptomycin, and 100 U.mL" penicillin (Gibco,
Invitrogen, Saint Aubin, France). The suspension was sonicated for 15 minutes before

DCs treatment.

Characterization of synthetic amorphous silica nanoparticles

The hydrodynamic diameter of particles was determined at 25°C by Dynamic Light
Scattering (DLS) using a Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern Instruments, Orsay, France)
operating at a fixed scattering angle of 90° and equipped with a Helium-Neon laser

source with a wavelength of 633 nm. Measurements were performed in disposable 4-
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mL cuvettes with a 1-cm optical pathway and four optical faces (Sarstedt, Marnay,
France) containing an appropriate volume (1 mL) of the sample, prepared as
described above, after dilution to 125 pg.mL" in the desired medium. The
hydrodynamic diameter values were calculated using the Stokes-Einstein equation
assuming a spherical shape of the particles. The particle size profile was obtained from
the intensity-weighted distribution, and the hydrodynamic diameter value
corresponds to the median diameter derived from the cumulative distribution curve.
The C-potential measurements were carried out with the same instrument at 25°C by
laser doppler velocimetry at a detection angle of 17° in DTS 1060 disposable cells
(Malvern Instruments, Orsay, France) loaded with approximately 1 mL of each sample
diluted to 375 pg.mL" in the desired medium. Due to the ionic strength of the samples
leading to high conductivity, measurements were performed using the monomodal
mode, and the Smoluchowski approximation was used to convert the electrophoretic
mobility to C-potential. Values are given as mean values of ten measurements. We
carried out the characterisation before and after heating at 80°C. The results (DLS and
zeta potential) showed no significant difference, confirming that sterilization does not

alter the physicochemical characteristics of fumed silica NP (data not shown).
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Endotoxin detection
Possible endotoxin contamination was analysed with the Limulus amebocyte lysate
(LAL) assay (GenScript, Piscataway, NJ, USA). All batches showed values below the

threshold of endotoxin positivity (0.05 EU.mL").

Generation of primary cultures of human moDCs

Human monocyte-derived dendritic cells (moDCs) were derived from monocytes
isolated from human peripheral blood supplied by the French Blood Bank
(Etablissement Francais du Sang, Rungis, France). Healthy donors gave their written
consent for the use of blood donation for research purposes. Peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) were sorted from buffy coats by density centrifugation on
a Ficoll gradient. Monocytes were then isolated through positive magnetic selection
using MidiMacs separation columns and anti-CD 14+ antibodies coated on magnetic
beads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Finally, CD14* cells were
differentiated in immature moDCs for 4 days in RPMI 1640 supplemented with
GlutaMAX (Gibco, Invitrogen), 10 % heat-inactivated fetal bovine serum (FBS,
Gibco)550 U.mL" interleukin-4 (rh-IL4, Miltenyi Biotec), 1 mM sodium pyruvate
(Gibco), 100 pg.mL" streptomycin and 100 U-mL" penicillin (Gibco) at 37°C and 5%
of CO2. On day 4, the differentiation of moDCs was evaluated by flow cytometry. The
moDCs used will show the following phenotype: CD83<5%, CD86<30%, CD1a>80%

and DC-SIGN>90%. moDCs are then used at the density of 1 million per mL.
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Treatment of moDCs

On day 4, immature moDCs were stimulated from 15 minutes to 16 hours either to O,
12.5 or 25 pg.mL" of sonicated SAS-NPs or to 25 ng.mL" of lipopolysacharride (LPS,
ref: L6529, Escherichia coli, serotype 055-B5, Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier,
France) as a positive control of moDCs activation. Cells were treated in the absence
of fetal bovine serum (FBS) for the first hour of treatment to minimize the impact of
serum proteins’ corona formation. Then, the medium was completed to 10% FBS to
maintain DCs survival during the following 15 hours of treatment. In some conditions,
moDCs were pre-treated for one hour with Syk inhibitor IV (1 pM), methyl-3-
cyclodextrin (5mM) or Saracatinib (10 uM). Syk inhibitor IV (BAY 61-3606) and methyl-
B-cyclodextrin were purchased from Millipore (Massachussets, USA). Saracatinib was

purchased from Selleck Chemicals (Texas, USA).

Phenotypical analysis

After pre-treatment or not with Syk inhibitor, moDCs were stimulated for 16 h with
SAS-NPs and moDCs viability and phenotype were evaluated by flow cytometry. Cell
viability was assessed in preliminary experiments by propidium iodide (PI) (Invitrogen,
California, USA) staining, used at a final concentration of 625 ng.mL" on a small
fraction of moDCs cultures. Under these experimental conditions, SAS-NPs did not
interfere with the result of the cytotoxicity test. Cell viability after treatment was never

less than 70%. For the phenotypic analysis, the surface labeling procedure was as
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follows: 2 x 10° cells.mL" were washed in cold phosphate-buffered saline (PBS)
supplemented with 0.5% bovine serum albumin (BSA) and stained with monoclonal
antibodies (mAbs) in the dark, at 4°C for 20 minutes. The following mAbs with
appropriate isotype controls were used: CD807'¢ (557226, BD Biosciences, Le Pont
de Claix, France), CD83" (556855, BD Biosciences), CD86A" (555660, BD
Biosciences). Cells were analyzed on an Attune Nxt (Invitrogen) using FlowJo software
(version 10; FlowJo LLC, Oregon, USA). We used a gating strategy to exclude dead
cells, based on the FSC/SSC criteria. The data acquisition was performed on a
minimum of 10,000 living cells. Results were expressed as the relative fluorescence
intensity (RFI), using the corrected mean fluorescence intensity (cMFI) as follows:

cMFI=MFI-MFI of isotype control; RFI = cMFI of treated cells/cMFI of untreated cells.

Allogeneic co-cultures of moDC and T cells

CD4+ T cells were isolated from PBMC by positive selection with MidiMACS
separation columns and anti-CD4 antibodies coated on magnetic beads (Miltenyi
Biotec). These T cells were confirmed to have a purity > 95%, based on CD4
expression evaluated by flow cytometry (561841, RPA-T4, BD Biosciences). CD4+ T
lymphocytes were labeled with 0.5 mM carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE)
(Invitrogen), following the manufacturer’s instructions. MoDC were pre-treated or not
with inhibitors and stimulated as previously described, then washed and co-cultured

with allogeneic CD4+ T cells at a 1:20 DC/T-cell ratio for 5 days, in RPMI 1640
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Glutamax supplemented with 10% human serum (Sigma Aldrich, Missouri, USA) in
round-bottom 96-well plates. CFSE fluorescence was analyzed using flow cytometry,
on an Attune Nxt (Invitrogen) using FlowJo software (version 10; FlowJo LLC).

Proliferating T cells corresponded to low CFSE fluorescence.

Cytokine and chemokine quantification in the cell culture supernatants

MoDC/CD4* T cell coculture supernatants were measured in duplicate for IFN-y, IL-5,
IL-9, IL-10, IL-13, IL-17A, IL-17F, and IL-22 using Meso Scale Discovery multiplex assay
(MSD, Rockville, MA, USA) following manufacturer’s instructions. The quantification
ranges were as follows: IFN-y, 21.26-87,100 pg.ml'; IL-5, 5.07-20,800 pg.ml"'; IL-9,
0.3-1,230 pg.ml'; IL-10, 4.76-19,500 pg.ml'; IL-13, 2.40-9,832 pg.ml’; IL-17A,

29.29-120,000 pg.ml'; and 1L-22, 0.83-3,420 pg.ml".

Immunoblot analysis

After pre-treatment or not with inhibitors, moDC were incubated for 30 to 120 minutes
with 12.5 and 25 pg.mL" SAS-NP and washed in cold PBS before lysis. Cells were
lysed in lysis buffer (40 mM Tris HCI, pH 7,4; 274 mM NaCl; 4 mM EDTA; 2% Triton
X-100; 4mM Sodium pyrophosphate; 20% Glycerol and H:O) to which phosphatase
and protease inhibitors were added (aprotinin 1 mg.mL"; leupeptin 1 mg.mL";
phenylmethylsulfonylfluoride 0,1M; sodium orthovanadate 100 mM, pepstatin 10

mg.mL"; 2,5% B-glycerophosphate). Thirty micrograms of denatured protein were
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loaded into 12% SDS-PAGE gels and transferred to nitrocellulose membranes, which
were successively incubated with antibodies directed against the phosphorylated and
total forms of Syk (Tyr525/526). Immunoreactive bands were detected by their
chemiluminescence using the ChemiDoc XRS + System (Bio-Rad Laboratories,

Marnes-La-Coquette, France). Bands were quantified with Imagelab software.

Fluorescent staining of lipid rafts and confocal laser scanning microscopy (CLSM)
Lipid rafts were stained, using the Cholera Toxin Subunit B, Alexa Fluor 488 Conjugate
(Molecular Probes, Invitrogen) after 15 and 30 minutes of stimulation with SAS-NP.
The samples were imaged with an inverted confocal laser scanning microscope TCS
SP8 —gSTED Leica (Leica, Germany) using a HC PL APO CS2 63x/1.40 oil immersion
objective lens. The instrument was equipped with a WLL Laser (488 nm excitation
wavelength). Green fluorescence was collected with a 490-600 nm wide emission slit
on a PMT detector. Transmission images were acquired with a PMT-trans detector.
The pinhole was set at 1.0 Airy unit giving an optical slice thickness of 0.89um. 12-bit
numerical images were done with the Leica Application Suite X software (Version

3.5.5; Leica).
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Statistical analysis

Data were expressed as means + SEM. Differences between groups were analyzed
using a non-parametric unpaired Kruskal-Wallis test (Prism software; GraphPad, La
Jolla, CA). When the data complied with the normality test (Shapiro Wilk test), one-
way ANOVA with Bonferroni's post-test was conducted. The p values <0.05 were

considered statistically significant.

List of abbreviations

SAS-NPs : amorphous silica nanoparticles ; DCs : dendritic cells ; moDCs : monocyte-
derived dendritic cells ; MHC-II : major histocompatibility complex class Il ; LPS :
lipopolysaccharide ; PHA : phytohaemagglutinin ; DLS : dynamic light scattering ; LAL
. limulus amebocyte lysate ; PBMC : peripheral blood mononuclear cells ; PI :

propidium iodide ; CFSE : carboxyfluorescein succinimidyl ester.
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Figure legends

Figure 1 : Syk controls moDCs phenotype in response to SAS-NPs

Immature moDCs were pre-treated for 1 hour with Syk inhibitor IV, BAY61-3603 (1
uM) and then treated for 16 h with SAS-NPs (12.5 or 25 pg.mL"). Cells were then
collected, washed, and analyzed by flow cytometry for surface markers expression.
Results are expressed as relative fluorescence intensity (RFI) compared with non-
stimulated cells and represented as the mean + SEM of 3 independent experiments.

*: p< 0.05; ** : p< 0.01 One-way Anova, Kruskal-Wallis test.

Figure 2 : Syk is necessary for the establishment of the T-cell response to SAS-NPs
treated moDCs.

Immature moDCs were pre-treated for 1 hour with Syk inhibitor IV (1 pM) and then
treated for 16 h with 25 pg.mL" of SAS-NPs. Treated moDCs were co-cultured with
allogeneic CD4+ T cells loaded with CFSE at a ratio of 1 moDC for 20 CD4+ T cells.
A) Proliferation was measured after 5 days of co-culture as the percentage of CFSEicw
CD4+ T cells. Untreated moDCs were used as control. B) On day 5, cytokine levels
were quantified in co-culture supernatants in duplicate, using an electroluminescent
multiplex assay. Detection limits are indicated in the Methods section. Results for
lymphocyte proliferation and cytokine production are expressed as a percentage of
increase and represented as the mean = SEM of 6 independent experiments. *p <

0.05 One-way Anova and Kruskal-Wallis test.

Figure 3 : Syk is phosphorylated in response to SAS-NPs

Immature moDCs were treated for 30, 60, 90 and 120 minutes with SAS-NPs (12.5 or
25 pg.mL"). Immunoblotting of whole-cell extracts was used to quantify the
phosphorylated form of Syk. A) Representative experiment. B) Results of 3

independent experiments are represented. Bands were quantified using the Image
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Lab software. Results are expressed as the fold induction, representing the ratio of
the normalized intensity of specific bands of treated cells divided by the normalized

intensity of bands of untreated cells, *: p<0.05 One-way Anova, Kruskal-Wallis test.

Figure 4 : JNK and p38 MAPK are phosphorylated in response to SAS-NPs

A and B. Immature moDCs were treated for 30, 60, 90 and 120 minutes with SAS-NPs
(12.5 or 25 pg.mL"). A) Representative experiment. B) Immunoblotting of whole-cell
extracts was used to quantify the phosphorylated forms of JNK and p38 kinases.

C and D. Immature moDCs were pre-treated for 1 hour with Syk inhibitor IV (1 pM)
and then treated for 90 or 120 minutes with 25 ug.mL" of SAS-NPs. C) Representative
experiment. D) Immunoblotting of whole-cell extracts was used to quantify the
phosphorylated form of JNK and p38.

The results of 3 independent experiments are represented. Bands were quantified
using the Image Lab software. Results are expressed as the fold induction,
representing the ratio of the normalized intensity of specific bands of treated cells
divided by the normalized intensity of bands of untreated cells, *: p<0.05 One-way

Anova, Kruskal-Wallis test.

Figure 5 : Src kinases are required to initiate Syk phosphorylation in response to SAS-
NPs

Immature moDCs were pre-treated for 1 hour with Saracatinib (10 pM) and then
treated for 30 minutes with 25 pg.mL" of SAS-NPs. A) Representative experiment. B)
Immunoblotting of whole-cell extracts was used to quantify the phosphorylated form
of Syk. The results of 3 independent experiments are represented. Bands were
quantified using the Image Lab software. Results are expressed as the fold induction,
representing the ratio of the normalized intensity of specific bands of treated cells
divided by the normalized intensity of bands of untreated cells, *: p<0.05 One-way

Anova, Kruskal-Wallis test.
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Figure 6 : SAS-NPs induce lipid raft aggregation in moDCs

Visualization of lipid rafts by conventional fluorescence microscopy using cholera toxin
subunit B conjugated with Alexa Fluor 488 which binds the raft-associated
glycosphingolipid GM1. Immature moDC were treated for 15 (B) or 30 minutes (C)
with SAS-NPs (25 pug.mL") or left untreated (A) and then stained with GM1.

Figure 7 : Lipid rafts are necessary to activate Syk in response to SAS-NPs

Immature moDCs were pre-treated for 1 hour with Methyl B cyclodextrin (5 mM) and
then treated for 15, 30 and 60 minutes with 25 pg.mL" SAS-NPs. A) Representative
experiment. B) Immunoblotting of whole-cell extracts was used to quantify the
phosphorylated form of Syk. The results of 3 independent experiments are
represented. Bands were quantified using the Image Lab software. Results are
expressed as the fold induction, representing the ratio of the normalized intensity of
specific bands of treated cells divided by the normalized intensity of bands of
untreated cells, ****: p<0.0001 One-way ANOVA and Bonferroni's multiple

comparison test.
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Résultats complémentaires

. Introduction

Selon le Réseau National de Surveillance Aérobiologique, prés de 25% de la
population souffre d'allergies pouvant se manifester sous forme de rhinites ou de
crises d'asthme. Les allergénes majeurs mis en cause sont les acariens et le pollen de
bouleau (RSNA 2018). S'il a été démontré que les polluants atmosphériques
induisaient une inflammation des voies respiratoires et avaient un effet adjuvant sur
le développement de la réponse allergique, les connaissances sur les effets des
nanomatériaux et leurs interactions possibles avec les allergenes sont encore limitées.
Les nanoparticules de silice amorphe (SAS-NP) sont largement utilisées dans les
industries pharmaceutique, cosmétique, agro-alimentaire, du batiment et des travaux
publics (Winkler et al. 2017; EFSA Panel on Food Additives and Nutrient Sources
added to Food (ANS) et al. 2018). Les travailleurs ainsi que la population générale
sont quotidiennement exposés aux SAS-NP, que ce soit par voie digestive, cutanée
mais aussi respiratoire. Les SAS-NP ont été reconnues GRAS (Generally Recognized
As Safe) par la FDA (Food and Drug Administration). Cependant en raison de leur
taille nanométrique et de leur large utilisation, une meilleure évaluation de leur

toxicité est nécessaire.

Les allergies de type | sont causées par une réponse inappropriée des LT Th2 a des
allergénes de l'environnement menant a la production d’IgE dirigées contre
I"allergéne, au recrutement et a I'activation de cellules pro-inflammatoires (telles que
les éosinophiles et les mastocytes) dans les organes cibles (Hakansson et al. 1997;
1998; El Biaze et al. 2003). Parmi les cellules jouant un réle clé dans I'allergie, les

cellules dendritiques sont en premiére ligne (DC).
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Les DC sont des cellules présentatrices d'antigene présentant de grandes capacités
d’internalisation (Banchereau et al. 2000). Elles permettent I'échantillonnage constant
de leur environnement et agissent comme des sentinelles (Banchereau and Steinman
1998). Les DC résident dans les tissus non lymphoides a leur état immature. Lorsqu’un
signal de danger les alerte que leur microenvironnement devient dangereux, elles
subissent un processus de maturation leur permettant de migrer vers les ganglions
lymphatiques régionaux ou elles activent la réponse lymphocytaire T (Matzinger 2012;
Pradeu and Cooper 2012). Les signaux de danger peuvent étre de plusieurs types :
les signaux de danger exogenes ou PAMPs sont des motifs moléculaires associés a
des agents pathogénes, et les signaux de danger endogéenes ou DAMPs, sont libérés
par les cellules ayant subi un stress non physiologique ou mortes. Plus récemment, un
nouveau modele de signal de danger a été proposé, les NAMPs exprimés par les
nanoparticules et qui restent a définir.

Plusieurs études menées in vitro et in vivo ont démontré que les nanomatériaux, en
particulier les SAS-NP pouvaient se comporter comme des signaux de danger
(Gallucci and Matzinger 2001; Gallo and Gallucci 2013; Pallardy, Turbica, and Biola-
Vidamment 2017b; Winter et al. 2011).

Des études menées in vivo ont montré que les SAS-NP obtenues par voie thermique
induisaient une production d'IL-13 chez la souris (Sun et al. 2016). De plus, des
travaux menés in vitro sur des DC murines ont également montré que la fumée de
silice augmentait I'expression de marqueurs de co-stimulation, du CMH-Il ainsi que la
sécrétion de la cytokine pro-inflammatoire IL-1B (Winter et al. 2011). Nos résultats
précédents ont montré que les SAS-NP pyrolytiques se comportaient comme des
signaux de danger immunogénes. Ceci se traduit par une augmentation de
I"expression des marqueurs d'activation et de co-stimulation (CD83 et CD86) ainsi que
la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (CXCL-8 et CXCL-12) par les DC (Feray

et al. 2020; 2021). De plus, lors de co-cultures allogéniques, les DC traitées avec les
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SAS-NP induisent une augmentation de la prolifération des LT ce qui signifie que la

maturation des DC induite par les SAS-NP est fonctionnelle (Feray et al. 2021).

Du fait de leur taille a I'échelle nanométrique et de leurs propriétés physico-
chimiques, d'une grande surface spécifique et de leur réactivité de surface, les
nanoparticules interagissent différemment avec les systemes biologiques en
comparaison a des particules de taille plus importante du méme matériau (Seydoux
et al. 2014). Au contact de leur environnement, les nanoparticules interagiront avec
les différentes biomolécules présentes (telles que les lipides ou les protéines). Dés
qu’elles entreront en contact avec ces derniéres, elles formeront alors une « corona »
(Docter et al. 2015) dont la nature des composants définira en partie les réponses qui
se produiront ensuite lors des interactions cellulaires. La formation de la corona est
susceptible d’entrainer une modification des propriétés extrinséques des
nanomatériaux mais aussi une modification de la structure et des fonctions des
biomolécules elles-mémes (Mahon et al. 2012; Radauer-Preiml et al. 2016a). Si la
corona est composée d'allergénes, la  bioréactivité du complexe
nanoparticules/allergene pourra avoir le potentiel de déclencher ou moduler la
réponse allergique (Monopoli et al. 2012; Saptarshi, Duschl, and Lopata 2013).

Les propriétés uniques des NP peuvent étre exploitées a des fins thérapeutiques mais
peuvent également mener a des effets déléteres lors de co-expositions
environnementales (involontaires) aux allergénes et aux nanoparticules qui sont le
sujet de notre étude. Plusieurs études ont évalué les possibilités d'utiliser les NP en
tant que vecteurs dans |'immunothérapie allergique (Gémez et al. 2009; Licciardi et
al. 2014, Salem 2014). Les NP sont alors utilisées comme systeme d’administration de
I"allergene, ce qui permettra de réduire la dose d'allergene administrée au cours de
I'immunothérapie. Les NP sont également exploitées en tant qu‘adjuvant, améliorant
ainsi la transmission de 'antigene chargé au sein des NP aux cellules immunitaires

(Gamazo et al. 2014). L'effet adjuvant des NP peut également étre délétére pour
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I'organisme, induisant une exacerbation ou la mise en place de pathologies
respiratoires telles que |'asthme ou les rhinites allergiques (M. Inoue et al. 2021).
Ainsi, il a été montré in vivo que les SAS-NP pouvaient jouer le réle d'adjuvant en
induisant une augmentation de la réponse allergique a |'ovalbumine chez la souris.

Suite a l'essor de lindustrie des nanomatériaux, les co-expositions
allergénes/nanomatériaux deviennent plus probables. De ce fait, il est nécessaire
d’évaluer l'influence des possibles interactions entre les particules présentes dans
I"environnement et les allergenes sur la réponse immunitaire a ces derniers. Du fait
que la taille globale des nanoparticules n‘augmente que marginalement suite a la
liaison avec l'allergene, les conjugués nanoparticules/allergéne seront toujours
inhalés et pourront passer du poumon a la circulation sanguine. Ainsi, le contact avec
les cellules immunitaires, et en particulier l'internalisation par ces cellules, sera
susceptible d'induire une réponse immunitaire (Nemmar et al. 2002). La recherche sur
la co-exposition aux allergénes et aux particules s’est d’abord axée sur les particules
d'échappement des moteurs diesels (DEP). De précédentes études ont mis en
évidence que les DEP pouvaient se lier a I'allergéne majeur du pollen de graminées
(Lol p 1), et que les DEP induisaient une augmentation de la production d'IgE
spécifiques de |'allergéne dans les LB humains transformés par le virus d'Epstein-Barr
(EBV) lorsqu’ils sont exposés a différents hydrocarbures aromatiques polycycliques,
composants principaux des DEP (Knox et al. 1997; Tsien et al. 1997). A ce jour,
seulement peu d'études s'intéressent aux interactions entre les NP et les allergénes.
Une étude a mis en évidence que les nanoparticules d’or (AuNP) pouvaient adsorber
a leur surface divers allergénes tels que Phl p 5 (allergéne de la fléole des prés), Der
p 1 (allergene des acariens) ou encore Bet v 1. L'intégrité et |'accessibilité des
épitopes IgE ont été déterminées par le test d'activation des basophiles. Cette étude
est, a notre connaissance, la seule étudiant les interactions entre NP et allergénes
ainsi que les effets biologiques suite aux interactions NP/allergénes. Une grande

variabilité entre les donneurs a été observée avec des réponses similaires, plus
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élevées ou plus faibles des basophiles a I'allergene libre versus les mémes quantités
d‘allergenes conjugués aux AuNP. Les auteurs ont conclu que :
- En cas de résultats similaires, les épitopes IgE seraient reconnus de maniere
identique
- En cas d'activation plus faible, la disposition des épitopes a la surface des
AuNP serait modifiée, certains épitopes seraient masqués ou les anticorps IgE
spécifiques des patients ne seraient pas capables de reconnaitre les épitopes
présentés avec cette nouvelle disposition.
- En cas d'activation plus élevée, un alignement des allergénes a la surface des
AuNP se mettrait en place ou les allergénes afficheraient de maniére répétitive
les mémes épitopes, ce qui présenterait de maniere optimale les épitopes IgE

(Radauer-Preiml et al. 2016a).

Une étude plus récente, a quant a elle étudié les interactions entre des SAS-NP
obtenues par voie humide et Bet vi1a. Elle a mis en évidence que la conjugaison entre
les SAS-NP et I'allergéne ménerait a une diminution de la stabilité protéolytique de
Bet v 1a, induisant une modification de I'abondance de certains épitopes (Johnson et
al. 2021).

En Europe, le pollen de bouleau constitue une source majeure d'allergenes
aéroportés durant la saison printaniére. L'allergie au pollen de bouleau est
responsable de rhinoconjonctivites, parfois associées a des conjonctivites ou une
hyperréactivité bronchique. Plus de 95% des patients souffrant d'allergies au pollen
de bouleau présentent des IgE dirigées contre Bet v 1a, I'allergéne majeur du bouleau
ou Betula verrucosa (Biedermann et al. 2019; Brier et al. 2018). Bet v 1a est une
protéine de 17kDa. Sa principale caractéristique est la présence de 7 feuillets B anti-
paralléles qui s'enroulent autour d'une hélice a-C-terminale. L'analyse par

cristallographie et RMN de la protéine Bet v 1a a montré qu'elle présentait de
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nombreuses isoformes. L'isoforme majoritaire est connue sous le nom de Betv 1.0101

ou Bet v 1a et sera le sujet de notre étude (Swoboda et al. 1995).
Dans ce contexte, notre travail vise a évaluer in vitro si les SAS-NP joueraient un réle

adjuvant dans les pathologies respiratoires allergiques en augmentant la réponse

lymphocytaire T a |'allergene majeur du pollen de bouleau, Bet v 1a.
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[I. Matériels et méthodes

A. Nanoparticules de fumée de silice

La fumée de silice (S5505, Sigma) est fournie en poudre sous forme de particules
primaires de 14 nm de diametre formant des chapelets en forme de chainettes. La
solution de fumée de silice est reconstituée dans de |'eau ultrapure filtrée a une
concentration de 50 mg.mL". Elle est chauffée a 80°C sur la nuit pour éviter les
contaminations. La solution de fumée de silice est conservée a température ambiante
et est soniquée avant usage dans un bain a ultrasons pendant 15 minutes. Elle est
ensuite vortexée et diluée a la concentration voulue dans le milieu RPMI 1640
complémenté par du Glutamax, TmM de sodium pyruvate, 0,1 ng.mL" de
streptomycine et 100 U.mL" de pénicilline. Les éventuelles contaminations par des
endotoxines ont été analysées a l'aide du test LAL (Limulus amebocyte lysate)
(GenScript, Piscataway, NJ, USA). Tous les lots ont montré des valeurs inférieures au

seuil de positivité (0,05 EU.mL").

B. Caractérisation des nanoparticules

Le diametre hydrodynamique des particules a été déterminé a 25°C par diffusion
dynamique de la lumiere (DLS) a l'aide d'un Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern
Instruments, Orsay, France) fonctionnant a un angle de diffusion fixe de 90° et équipé
d'une source laser hélium-néon d'une longueur d’'onde de 633 nm. Les mesures ont
été effectuées dans des cuvettes jetables de 4 mL avec un chemin optique de 1 cm
et quatre faces optiques (Sarstedt, Marnay, France) contenant un volume approprié
(1 mL) de I'échantillon, préparé comme décrit ci-dessus, apres une dilution a 125
pg.mL" dans le milieu souhaité. Les valeurs du diametre hydrodynamique ont été

calculées en utilisant I'équation de Stockes-Einstein en supposant une forme
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sphérique des particules. Le profil granulométrique a été obtenu a partir de la
distribution pondérée en intensité et la valeur du diameétre hydrodynamique
correspond au diametre médian dérivé de la courbe de distribution cumulative. Les
mesures de potentiel { ont été réalisées avec le méme instrument par vélocimétrie
laser doppler a un angle de détection de 17° dans des cuvettes jetables DTS 1060
(Malvern Instruments, Orsay, France) chargées de 1 mL de chaque échantillon dilué a
375 pg.mL" dans le milieu souhaité. En raison de la force ionique des échantillons
menant & une conductivité élevée, les mesures ont été effectuées en utilisant le mode
monomodal et 'approximation de Smoluchowski a été utilisée pour convertir la
mobilité électrophorétique en potentiel £. Les valeurs obtenues sont la résultante des
valeurs moyennes de dix mesures. Nous avons effectué la caractérisation avant et
aprés le chauffage a 80°C. Les résultats (DLS et potentiel () n‘ont montré aucune
différence significative, confirmant que la stérilisation n'altere pas les caractéristiques

physico-chimiques des SAS-NP (données non présentées).

C. Betula verrucosa (Bet v 1a) commercial

Betv 1a (RP-BV1-1, Indoor biotechnologies) est un allergene recombinant garanti sans
endotoxines. Les cellules dendritiques sont incubées en présence de 10 pg.mL" de

Bet v 1a pendant 1 heure avant le traitement par la fumée de silice.

D. Expression et purification de Bet v 1a recombinant (rBet v 1a)

Le plasmide pET-11a contenant le géne de |'allergene majeur du bouleau nous a été
donné par le Dr. Thessa Jacob du département « Biocopolymers » de I'Université de
Bayreuth. Un séquengage du plasmide a confirmé qu’il contenait la séquence codante
pour Bet v 1a. L'insertion du plasmide a lieu par choc thermique (30 minutes dans la
glace, 30 secondes au bain marie a 42°C) dans des souches BL21(DE3) d’Escherichia

coli. Ces derniéres permettent de produire |'allergene. Le plasmide pET-11a contient
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un gene sélectif de résistance a I'ampicilline. L'induction se fait a une DO de 0,6 pour
des mesures faites a 600 nm en ajoutant de I'lPTG (1TmM). 4 heures aprés I'induction,
les bactéries sont centrifugées (5500g, 10 minutes, 4°C).

Les culots bactériens correspondant a 1 L de culture sont resuspendus en tampon Tris
(15 mL, 20 mM, pH 8) additionné d'un cocktail d'inhibiteurs de protéases (Roche), de
1 mg de DNase (Sigma-Aldrich, DN25-100MG) et de lysozyme (Sigma-Aldrich, L-
6876). La lyse est ensuite réalisée a I'aide d'un désintégrateur (2000 bars). Le lysat est
centrifugé (19000 g, 30 min, 4 °C). Le surnageant est filtré a 0,22 pym. La solution
obtenue est purifiée par chromatographie échangeuse d'ions. Elle est alors injectée
sur une colonne échangeuse d’anions (5 mL, Q XL Sepharose) installée sur un systeme
de chromatographie (AKTA pure) et éluée avec un gradient (10, 15, 20 et 100 %) de
tampon (20 mM Tris a pH 8, 300 mM NaCl). Les fractions récoltées sont analysées par
gel SDS-PAGE (Gel BioRad 4-15%, 18 puits, Stain Free). Le logiciel UNICORN nous
indique la correspondance entre les fractions et le volume récupéré en sortie de
colonne. Les fractions contenant rBETV1 sont rassemblées et concentrées (vivaspin
turbo 10kD, 3000 g, 10 min) jusqu'a obtenir un volume de 10 mL. Une
chromatographie a exclusion de taille est réalisée. Les fractions précédentes sont
filtrées (0.22 pym) puis injectées sur une colonne (SEC Superdex 75). Les fractions
récoltées sont analysées par gel SDS-PAGE (Gel BioRad 4-15%, 18 puits, Stain Free).
Les fractions contenant rBETV1 sont rassemblées. La concentration en rBETV1 est
déterminée grace a un spectrophotométre (NanoDrop 2000 Spectrophotometer,
Thermo scientific, £280nm=10 430 L.mol-1.cm-1). La solution est ensuite aliquotée et
congelée a-20 °C. Les endotoxines présentes dans la solution rBet v 1a sont éliminées
grace au kit Proteus NoEndo S (Clinisciences) permettant de réduire la concentration

d’endotoxines jusqu’a des taux inférieurs a 0.05 EU.mL".
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E. Marquage fluorescent de rBet v 1a

Le marquage fluorescent de rBETV1 est réalisé avec un kit (Invitrogen, Alexa Fluor
488 TFP ester). Pour marquer la protéine, nous avons suivi les instructions fournies par
le fabricant. 25 pL de protéine purifiée (1 mg.mL") en tampon bicarbonate de sodium
(0.1 M, pH 8.3) sont incubés pendant 15 minutes a température ambiante avec 5 pL
d'Alexa Fluor 488 TFP ester. Les allergenes marqués et I'excés d'Alexa Fluor 488 TFP
ester sont séparés avec une résine de purification présente dans le kit. rBETV1 marqué
est stocké a l'abri de la lumiéere a -20 °C. L'intensité de fluorescence du rBETV1
marqué est mesurée avec un lecteur de plaque (Synergy HT, Biotech) en enregistrant
le spectre d'émission de 510 a 700 nm avec un pas de 2 nm et un gain de 100 apres

excitation a 480 nm.

F. Isolement et différenciation des cellules dendritiques humaines

dérivées de monocytes

Les moDC sontisolées a partir de prélevement de sang de donneurs sains. Les cellules
mononuclées du sang périphérique (PBMC) obtenues a partir de sang total
(Etablissement Francais du sang, lle de France, Rungis) sont séparées sur gradient de
Ficoll. Les monocytes sont isolés par purification magnétique positive (CD14,
MicroBeads human, Milteny Biotec) et cultivés pendant 4 jours a une densité de 1
million de cellules/mL dans un milieu RPMI 1640 complémenté par du Glutamax®,
1mM de pyruvate de sodium, 0,1 ng.mL" de streptomycine, 100 U.mL" de pénicilline
et 10% de sérum de veau feetal (SVF). Le RPMI décrit & 10% de SVF est appelé milieu
RPMI complet. L'ajout de GM-CSF (Granulocyte-macrophage-colony stimulating
factor) (550U.mL") et d'interleukine (IL)-4 (550U.mL") permet la différenciation des
monocytes en cellules dendritiques immatures (moDC). La différenciation est évaluée
par cytométrie en flux en quantifiant I'expression de marqueurs de surface : CD1a

(CD1aPE/ Mouse IgG1PE, BD Biosciences), DC-SIGN (DC-SIGNAPC/Mouse
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IgG2bAPC, BD Biosciences), CD86 (CD86FITC/ Mouse IgG1FITC, BD Biosciences) et
CD83 (CD83APC/ Mouse IgG1APC, BD Biosciences).

CD1a et DC-SIGN sont des marqueurs des moDC immatures alors que CD86 et CD83
sont des marqueurs de co-stimulation et d'activation de la DC mature. Pour que les
moDC puissent étre utilisées pour nos expériences, les différents marqueurs devront
répondre aux criteres suivants : CD83 < 5%, CD86 < 35%, CD1a > 70% et DC-SIGN
> 90%.

G. Analyse du phénotype

Apres une heure de traitement avec 10 pg.mL", les DC sont stimulées avec 12.5
pg.mL" de SAS-NP pendant 16 heures puis la viabilité et le phénotype sont analysés
par cytométrie en flux. La viabilité cellulaire, mesurée par I'iodure de propidium
(Invitrogen, Californie, USA) n'a jamais été en dessous de 70%. Pour |'analyse
phénotypique, la procédure de marquage de surface se déroule comme suit : 2 x
10° cellules.mL' sont lavées dans du PBS froid supplémenté avec 0.5% de BSA et
marqués avec les anticorps monoclonaux (mAbs) a |'abris de la lumieére, a 4°C
pendant 20 minutes. Les mAbs suivant ont été utilisés avec les isotypes appropriés :
CD80c (557226, BD Biosciences, Le Pont de Claix, France), CD83"F (556855, BD
Biosciences), CD86*"¢ (555660, BD Biosciences). Les cellules ont été analysées par
un cyrtomeétre Attune Nxt (Invitrogen) et le logiciel FlowJo (version 10; FlowJo LLC,
Oregon, USA). L'acquisition des données a été réalisé sur un minimum de 10*
cellules vivantes. Les résultats sont exprimés sous forme d'intensité de fluorescence
relative (RFI) en utilisant I'intensité de fluorescence moyenne corrigée (MFIc) selon la
formule suivante MFlc= MFI-MFI du contréle isotypique ; RFlI = MFlc des cellules

traitées / MFlc des cellules non traitées.
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H. Modéle de co-culture autologue

Le modele de co-culture autologue est un modéle dans lequel les moDC sont issues
du méme donneur que les LT CD4+ (figure 3). Les moDC sont isolées de la méme
maniere que décrit précédemment. Les lymphocytes T (LT) naifs CD4+ sont isolés par
purification magnétique négative (Naive CD4+ T cell Isolation Kit Il human, Milteny
Biotec). La pureté du tri est évaluée par la mesure de |'expression des marqueurs CD4,
CD45RA et CCR7 par cytométrie en flux et est supérieure a 92%. Les moDC
immatures sont incubées dans du RPMI sans sérum en présence de Bet v 1a a 10
pg.mL" pendant une heure, puis 12,5 pg.mL" de fumée de silice ou du LPS sont
ajoutés. Aprés une heure, le milieu est complémenté avec 10% de Sérum humain AB.
Les moDC sont ensuite lavées et mises en culture avec les LT naifs CD4+ au ratio 1/10
en présence d'lL-6 (10000 U.mL", R&D Systems) et d’IL-12 (10 ng.mL", R&D Systems).
Les moDC non chargées sont celles qui n‘ont pas subi de traitement. Les moDC
chargées, quant a elles, sont les moDC qui sont incubées avec les nanoparticules ou
un autre traitement (Bet v 1a). Pour notre étude, les moDC sont dans un premier
temps stimulées une heure avec Bet v 1a. Puis, 12.5 pg.mL" SAS-NP sont ajoutées ou
non en fonction des conditions de stimulation. Les LT CD4+ naifs sont restimulés a
trois reprises a 7 jours d'intervalle avec des DC chargées comme décrit
précédemment en présence d'IL-2 (60 U.mL", R&D Systems) et d'IL-7 (5 ng.mL", R&D
Systems). Ainsi, la moitié des LT CD4+ est restimulée avec des DC stimulées avec Bet
v 1 a seul et I'autre moitié avec des DC stimulées avec Bet v 1a et 12.5 pg.mL" de

SAS-NP.

|. ELISpot IFN-y

Une semaine aprés la derniere restimulation, un ELISpot interféron (IFN)-y est réalisé
afin de détecter les lignées lymphocytaires spécifiques de Bet v 1. Des plaques de

nitrocellulose (96 puits, Millipore) sont coatées avec un anticorps de capture IgG1
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humain anti-IFN-y pendant une nuit a 4°C a 2,5 pg.mL"'. Les plaques sont ensuite
saturées avec du milieu de culture Iscove complet pendant une nuit a 4°C. Apres 16
heures de stimulation des LT CD4+ par les DC, les cellules sont éliminées et un
anticorps secondaire biotinylé IgG1 murin-anti-IFN-y est ajouté pendant 2 heures a
37°C qui sera, apres lavage, couplé a de I'extravidine HRP (Horse Radish Peroxydase).
Les spots sont ensuite révélés par ajout du substrat nitro-blue tetrazolium/5-bromo-
4-chloro-3'-indolyphosphate (NBT/BCIP). Les spots sont comptés avec un lecteur de
plague ELISpot AID (Autoimmun Diagnostika). Une lignée de LT correspond a un puits
ou les LT sont mis en co-culture et restimulés par les moDC. Une lignée LT CD4+ est
considérée spécifique lorsque le nombre de spots est supérieur au moins au double
de celui des conditions contréles (moDC non chargées) avec un minimum de 30 spots.
Une fréquence d’événements rares (les lignées de LT naives spécifiques de |'antigene)

est calculée par I'intermédiaire de la loi de poisson.

— In(nombre de puits négatifs/nombre total de puits testés)

Fré =
requence nombre de LT par puit

J. Analyse par immunoblot

Apres une heure de traitement avec 10 yg.mL" de Bet v 1, les DC ont été incubées
pendant 30 minutes avec les SAS-NP a 12.5 yg.mL" et lavées avec du PBS froid avant
d'étre lysées. Les cellules ont été lysées dans un tampon de lyse (40 mM Tris HCI ; pH
7,4 ;274 mM NaCl ; 4 mM EDTA ; 2% Triton X-100 ; 4mM Pyrophosphate de sodium ;
20% Glycérol et H,O) auquel ont été ajoutés des inhibiteurs de phosphatases et de
protéases (aprotinine 1 mg.mL"; leupeptine 1 mg.mL"; phénylmethylsulfonylfluorure
0,1M; orthovanadate de sodium 100 mM; pepstatine 10 mg.mL"; 1,5% B-
glycérophosphate). Trente microgrammes de protéines dénaturées ont été chargés
sur des gels SDS-PAGE a 10% et transférés sur des membranes de nitrocellulose,
celles-ci ont été incubées avec un anticorps dirigé contre Bet v 1. Les bandes

immunoréactives ont été détectées par leur chimioluminescence a l'aide du systéeme
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ChemiDoc XRS+ (Laboratoires Bio-Rad, Marnes-La-Coquette, France). Les bandes ont

été quantifiées avec le logiciel Imagelab.

K. Vidéomicroscopie

Les cellules ont été déposées dans des chambres a fond de verre 8 puits (Ibidi, GmbH)
et ont été incubées pendant une heure avec Bet v 1-Alexa Fluor 488, puis une heure
avec les SAS-NP a 12.5 pg.mL" dans un incubateur XL a 37°C avant observation
microscopique. Les images ont été acquises avec une caméra Prime BSI sCMOS
(Teledyne Photometrics) (taille des pixels 6,5 x 6,5 pm) et un objectif a immersion a
huile Plan-Paochromat 63x/1.4 Numerical Perture (NA) équipé d'un dispositif DIC
(Differential interferential contrast) monté sur un vidéomicroscope a épifluorescence
inversé AxioObserver Z1-Colibri (Carl Zeiss, Allemagne).

Une diode électroluminescente (LED) de 470 nm pour I'excitation et un filtre Band-
Pass de 505-550 nm ont été utilisés pour recueillir I'émission de fluorescence et les

images ont été analysées avec le logiciel ImageJ (NIH, U.S.A).

L. Analyses statistiques

Les comparaisons entre les données ont été réalisées par un test de Mann-Whitney,
a l'aide du logiciel GraphPad Prism. Pour les données de fréquence d'événements
rares, la comparaison entre les groupes a été réalisée a |'aide du test de facteurs
appariés de Wilcoxon. Lorsque les données étaient conformes au test de normalité

(test de Shapiro Wilk), un test ANOVA apparié et paramétrique a été réalisé.
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[Il.  Résultats

A. Bet v 1a seul n'active pas les DC

Afin d’évaluer I'effet des SAS-NP dans I'immunisation contre Bet v 1a, il est nécessaire
que l'allergene choisi dans notre modéle n'ait pas lui-méme un effet signal de danger.
Cela a guidé notre choix pour cet allergene, bien décrit dans la littérature. Nous avons
vérifié dans un premier temps |'absence d'effet dans notre modele, étape préalable
indispensable avant de réaliser des co-expositions avec les nanoparticules. Les
cellules ont été traitées une heure avec Bet v 1a seul (10 ug.mL") puis les SAS-NP ont
été ajoutées ou non a la concentration del12,5 pg.mL' pendant 16 heures.
L’expression des marqueurs de surface d’activation et de co-stimulation a alors été
évaluée par cytométrie en flux. Les résultats montrent (figure 26) que Bet v 1a
n‘augmente pas l|'‘expression des marqueurs d’activation et de co-stimulation,

contrairement aux SAS-NP ou au contréle positif LPS (figure 26).

CD80 CD83 Ccoes
5 *
39 i 3-
24 - 2
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14 M 1
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-1 » ” .mL-! -+ -+
Bet v 12 (10 pg.mL") + + Bet v 1a (10 pg.mL") LR Betv1a(10pgmL1)
-1 i e AS-NP (12.5 pg.mL" - -+ o+
SAS-NP (12.5 pg.mL") + o+ SAS-NP (12.5 pg.mL") .+ s SAS (12.5 pg.mL")

Figure 26 - Bet v 1 a seul n'active pas les DC

Les moDC ont été traitées ou non pendant une heure avec 10 pg.mL" Bet v 1a seul puis 12.5
pg.mL" de SAS-NP ont été ajoutées. Les cellules ont été récupérées, lavées et |'expression
des marqueurs de surface a été analysée par cytométrie en flux. Les résultats sont exprimés
en intensité de fluorescence relative (RFl) en comparaison aux cellules non stimulées et
représentées en moyenne * écart-type. Les résultats de 3 expériences indépendantes sont
représentés. * : p<0.05, one-way anova, test de Kruskal-Wallis.
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B. Les SAS-NP augmentent |'activation des LT CD4" naifs

reconnaissant Bet v 1a.

Dans un premier temps, nous avons souhaité évaluer l'effet des SAS-NP sur
I'immunisation contre |'allergene Bet v 1a. Pour cela, nous avons cherché a mettre en
évidence la présence d'un répertoire de LT capable de reconnaitre Bet v 1a et si ce
dernier était modifié lorsque les DC étaient stimulées avec les SAS-NP. Le modéle de
co-culture autologue de moDC et de LT CD4* naifs a été utilisé afin d'évaluer
I'influence d’une exposition aux SAS-NP sur la fréquence de LT CD4* naifs spécifiques
de Bet v 1a. Les moDC traitées par Bet v 1a ont été exposées ou non aux SAS-NP
puis mises en co-culture avec les LT CD4* naifs. Un schéma récapitulatif du protocole

global est montré dans la figure suivante (figure 27).

Antigéne : Bet v ] 3 restimulations
. e moDC
r:nl;((:\tms @ @& - matures J7 J14 J21 128

/ Signal de danger:

SAS moDC non stimulées
PBMC :
Coculture [N W mr AN -y 2202020\
"R N> [[easa2:: moDC stimulées
''''''' avec |'antigéne
\ v : ’ ELISPOT
) - Interferon y
- moDC stimulées avec
Fantigéne et le signal
de danger
LT CD4+ naifs

Analyse des fréquences
» d'événements rares grace a la Loi
de Poisson

Critéres de positivité
Index de stimulation 2 2
> 30 spots

(CD4+, CD45RA+, CCR7+)

Figure 27 - Schéma récapitulatif du protocole de co-culture autologue de cellules
dendritiques et de lymphocytes T CD4+ naifs.

Nous avons réalisé des co-cultures autologues de moDC et LT CD4* pour 6 donneurs
différents. Ces co-cultures nous ont permis de détecter un répertoire de LT CD4* naifs
reconnaissant Bet v 1a chez 5 des 6 donneurs (D1, D2, D3, D5 et Dé) avec une
fréquence moyenne de 0,21 LT CD4* naifs spécifiques de Bet v 1 par million de LT

CD4" naifs circulants. D'autre part, nous avons également pu détecter un plus grand
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répertoire de LT CD4+ naifs reconnaissant Bet v 1a chez chacun des 6 donneurs testés
en présence de SAS-NP avec une fréquence moyenne de 0,59 LT CD4* naifs
spécifiques de Bet v 1 par million de LT CD4* naifs circulants (figure 28). Ces résultats
suggerent que la fréquence de LT CD4* reconnaissant Bet v 1 serait plus élevée en
présence de SAS-NP. Les SAS-NP pourraient jouer un réle adjuvant dans la réponse

des LT CD4* naifs dirigée contre |'allergéne Bet v 1a.
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Figure 28 - Fréquence de LT CD4+ naifs spécifiques de Bet v 1a en présence ou en
absence de SAS-NP.

Les moDC sont incubées pendant 1 heure avec 10 pg.mL" de Bet v 1a en présence ou en
absence de 12.5 ug.mL" de SAS-NP pendant 16 heures. Les moDC sont ensuite lavées puis
mises en co-culture avec des LT CD4* naifs autologues avec un rapport DC : LT de 1: 10 en
présence d'IL-12. La moitié des lignées LT CD4" naives est restimulée avec les moDC
exposées a Bet v 1 et I'autre moitié avec les moDC exposées a Bet v 1 a et aux SAS-NP.
L'activation des LT CD4" reconnaissant Bet v 1a est mesurée aprés 3 semaines de
restimulation par la technique ELISpot IFN-y. Les résultats représentent la fréquence de LT
CD4+ naifs reconnaissant Bet v 1a par million de LT CD4+ naifs circulants et est calculée
grace a la loi de Poisson. Le graphique représente les données de 6 expériences

indépendantes : *p<0,05, analyse statistique par le test de facteurs appariés Wilcoxon.
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C. Les SAS-NP favorisent l'internalisation de |'allergéne Bet v 1a

La suite de notre étude a consisté a comprendre quelle serait |'origine de la
modification du répertoire de LT CD4* spécifiques de Bet v 1a observée
précédemment. Nous avons formulé I'hypothese que les SAS-NP jouaient un réle
dans la prise en charge de I'allergene par les moDC. En effet, il a été décrit dans la
littérature que les nanoparticules se recouvraient de biomolécules présentes dans leur
environnement pour former une corona (Barbero et al. 2017). Ces biomolécules
peuvent également étre des allergénes présents lors de ['exposition aux
nanoparticules (Docter et al. 2015; Radauer-Preiml et al. 2016a). Ainsi, les molécules
entrant dans la composition de la corona pourront étre internalisées lorsque les NP le
seront selon un effet de type cheval de Troie. Pour explorer cette hypothése, nous
avons exposé les cellules pendant 1 heure avec Bet v 1a seul puis nous avons ajouté

ou non des SAS-NP selon le schéma suivant (figure 29).

SAS-NP
A
L 032
Betv la & Q'
’ TO T30’ T1H T1H15 T1H30

TT

Figure 29 - Premier scénario d’exposition des moDC a l'allergene Bet v 1a et aux
SAS NP.

Les moDC ont été incubées pendant une heure avec |'allergéne seul a 10 pg.mL" puis 12.5
pg.mL" de SAS NP ont été ajoutées. Aprés 30 minutes, Th15 et 1h30 les cellules sont

récupérées, culottées et lysées pour faire des extraits protéiques totaux.

Nous avons mesuré par Western blot la cinétique d’entrée de Bet v 1a en présence
ou en absence de SAS-NP. Pour cela, les moDC traitées avec Bet v 1a pendant 1 h

ont été exposées ou non aux SAS-NP pendant 15 et 30 minutes. Dés 15 minutes, dans
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les moDC exposées a Bet v 1a puis aux SAS-NP nous détectons une quantité de Bet
v 1 intracellulaire significativement plus importante que dans les moDC exposées a

Bet v 1a seul (figure 30).

A) Ajout SAS-NP 1h aprés Bet v 1a
T30 T1H15 T1H30
Betv 1a Betv 1a
Betv 1a Bet v 1a + SAS-NP Betv 1a + SAS-NP
17 kDa — pr— .. |Betv1
| Transfert
B) T1H15 T1H30
2.5+ * 1.5+
2.0
1.0
1.5+
1.0
0.5
0.5
0.0- 0.0~
SAS-NP (12.5 pg.mL"") : + SAS-NP (12.5 pg.mL"") . +
Betv 1a (10 pg.mL™) + + Betv 1a (10 pg.mL) + +

Figure 30 - Cinétique d’entrée de Bet v 1a dans les moDC lors du premier scénario
d’exposition.

Les moDC ont été traitées pendant une heure avec 10 pg.mL" Bet v 1a seul puis 12.5 pg.mL
" de SAS-NP ont été ajoutées. Un Western-Blot des extraits protéiques totaux a été réalisé
pour quantifier Bet v 1a. Les résultats de 3 expériences indépendantes sont représentés. Les

bandes ont été quantifiées a I'aide du logiciel Imagelab. Les résultats sont exprimés comme
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étant le rapport de I'intensité des bandes des cellules traitées divisé par I'intensité des bandes

des cellules non traitées. * : p<0.05, one-way anova, test de Kruskal-Wallis.

Pour compléter notre observation et effectuer une cinétique d'internalisation plus fine
sur des cellules vivantes, nous avons évalué l'internalisation de rBet v 1a marqué a
I’Alexa Fluor 488 par vidéomicroscopie. Nous avons comparé 'internalisation de rBet
v 1a fluorescent en présence ou en absence de SAS-NP. Le scénario d’exposition est
celui présenté figure X3. Pour mémoire, les moDC sont exposées pendant 1 heure a
Bet v 1a seul puis 12.5 pg.mL"' de SAS-NP sont ajoutées ou non. Nous observons
qu’en présence de SAS-NP, la fluorescence moyenne de rBet v 1a retrouvée dans les
moDC est plus importante qu’en absence de SAS-NP (Figure 31). Ce résultat
concorde avec les résultats observés précédemment, suggérant que les SAS-NP

favoriseraient l'internalisation de l'allergene par les moDC lors d'une co-exposition

SAS-NP/Bet v 1.
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Figure 31 - Evaluation de I'internalisation de rBet v 1a fluorescent par les moDC.

Les moDC ont été traitées pendant une heure avec 10 pg.mL" rBet v 1a fluorescent seul puis
12.5 pg.mL" de SAS-NP ont été ajoutés. L'internalisation de rBet v 1a a été mesurée par
I'intensité moyenne de fluorescence corrigée par l'aire dans 20 cellules. Test de Student
apparié, **** p < 0,001.
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Pour aller plus loin dans notre raisonnement, nous nous sommes demandé si les SAS-
NP pouvaient faciliter I'entrée de Bet v 1a dans les cellules. Pour tester cette
hypothese, nous avons modifié le scénario d’exposition. Les moDC ont été incubées
pendant une heure avec Bet v 1a seul puis lavées. Ensuite, les SAS-NP ont été
ajoutées ou non pendant 15 et 30 minutes comme décrit dans la figure 32. Nous
postulons que le lavage des cellules avant I'ajout des SAS-NP permet d'éliminer Bet

v 1aa présent dans le milieu extracellulaire.

Lavage puis ajout

SAS-NP
AA A, () 0,
Bet v 1a & 9 S
? TO T30’ . T1H T1H15 T1H30

v vy

Figure 32 - Second scénario d’exposition des moDC a l'allergéne Bet v 1 a et aux
SAS-NP.

Les moDC sont incubées pendant une heure avec l'allergéne seul a 10 pg.mL". A l'issue de
la premiére heure, les cellules sont lavées avec du milieu dépourvu d'allergéne. Suite au
lavage, 12.5 pg.mL" de SAS-NP sont ajoutées. Aux temps 30 minutes, Th15 et 1h30 les

échantillons sont récupérés pour faire des extraits protéiques totaux.

Avec ce nouveau scénario d'exposition, nous avons ré-évalué par Western blot la
cinétique d'entrée de Bet v 1a en présence ou en absence de SAS-NP. Les moDC
pré-traitées avec Bet v 1a ont donc été exposées ou non aux SAS-NP pendant 15 et
30 minutes apres lavage. Nous n'avons plus observé de différence significative entre
les conditions avec et sans SAS-NP (figure 33). De plus, I'intensité de la bande Bet v
1a détectée a 30 minutes semble étre comparable a celle détectée au méme temps
dans le scénario d'exposition n°1 (figure 29). L'étape de lavage semble bien permettre

d’éliminer les quantités de Bet v 1a extracellulaire non internalisées. Nous observons
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que lorsque cette étape est réalisée, il n'y a pas d'augmentation de Bet v 1a
intracellulaire lors de I'ajout des SAS-NP. Ce résultat suggére que lorsque Betv 1 n’est
pas présent dans le milieu extracellulaire, les SAS-NP n’induisent plus d’augmentation
significative de l'internalisation de Bet v 1. Ainsi, nous supposons que Bet v 1 se lierait

aux SAS-NP, ce qui favoriserait son internalisation.

Lavage
A) Ajout SAS-NP 1h aprés Bet v 1a

T30 T1H15 T1H30

Betv 1a

Betv 1a
Betvia , Betvia ,gas.Nnp Betvia | gas.np

17 kDa— - TE— ~ | Betv1a

B) T1H30
1.5+ 1.5+
1.0 1.04
0.5 0.5+
0.0- 0.0-
SAS-NP (12.5 pg.mL") 5 + SAS-NP (12.5 pg.mL"") 5 &
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Figure 33 - Cinétique d’entrée de Bet v 1 dans les moDC lors du second scénario
d’exposition.

Les moDC sont traitées pendant une heure avec 10 yg.mL'Bet v 1 seul, lavées, puis 12.5
pg.mL" de SAS-NP sont ajoutées. Un Western-Blot des extraits protéiques totaux a été réalisé
pour quantifier Bet v 1a. Les résultats de 4 expériences indépendantes sont représentés. Les
bandes ont été quantifiées a I'aide du logiciel Imagelab. Les résultats sont exprimés comme
étant le rapport de l'intensité des bandes des cellules traitées divisée par l'intensité des

bandes des cellules non traitées. * : p<0.05, one-way anova, test de Kruskal-Wallis.
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D. L'allergéne rBet v 1a se lie a la surface des SAS-NP

La littérature et les résultats précédemment obtenus suggerent que l'allergéne Bet v
1 pourrait se lier aux SAS-NP et entrer dans la composition de la corona. Sur la base
de ce que I"équipe de Radauer-Preiml et al. a étudié sur la formation d'une corona de
Bet v 1 autour d’AuNP (Radauer-Preiml et al. 2016), nous avons souhaité évaluer si les
SAS-NP interagissaient avec Bet v 1a et si ce dernier pouvait entrer dans la
composition de la corona des SAS-NP. Nous avons réalisé des mesures de DLS des
SAS-NP en présence ou en absence de rBet v 1a (5 ou 10 ug.mL") dans le milieu de
culture en absence de sérum de veau feetal (SVF). Les mesures ont été réalisées en
absence de SVF car ce dernier s'adsorbe sur les NP et pourrait interférer dans la
mesure de la taille en présence de rBet v 1a. Le diametre hydrodynamique moyen
des SAS-NP seules est de 189 + 16nm. Lorsque nous ajoutons 5 et 10 pg.mL" de rBet
v 1a, les diametres hydrodynamiques moyens sont respectivement de 218 + 18 et
263 = 35 nm (figure 34). Le diamétre hydrodynamique augmente de maniere
significative avec l'ajout de rBet v 1a et ce de maniere dépendante de la
concentration. Ces résultats nous permettent de confirmer les résultats
précédemment observés suggérant que les SAS-NP interagiraient avec Bet v 1 en se
liant a leur surface. Nous avons précédemment montré que les SAS-NP étaient
internalisées par les moDC. Ainsi, lors de la liaison de rBet v 1a aux SAS-NP,
I"allergéne serait internalisé par les moDC en plus grande quantité en comparaison a

I"allergene non lié aux SAS-NP selon un effet cheval de Troie.
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Figure 34 - Diamétre hydrodynamique des SAS-NP en fonction de la concentration
de rBet v 1a.

Les SAS-NP sont incubées avec 5 ou 10 pg.mL" de rBet v 1a, le diameétre hydrodynamique
est ensuite mesuré par DLS. 5 mesures sur chaque échantillon sont réalisées. Les résultats
de 4 expériences sont représentés et exprimés en moyenne * écarts-types. Test Anova, **
p<0,01 ; **** p<0,001.
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Discussion générale
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La constante augmentation de I'utilisation des nanoparticules manufacturées dans de
nombreuses industries souléve des interrogations sur leur toxicité et les risques liés a
leur manipulation comme a leur usage. En effet, le marché des nanomatériaux
manufacturés est en plein essor avec un volume mondial compris entre 150 et 200
milliards d’euros en 2018 (Laux et al. 2018). La silice amorphe quant a elle se place au
deuxiéme rang des nanomatériaux manufacturés produits et/ou importés en France
par année (ANSES 2020). Elle est reconnue comme GRAS par la FDA et comme ne
présentant pas d'effet majeur sur la santé dans le cadre du réglement REACH.
Cependant, elle représente un des plus gros volumes de nanomatériaux manufacturés
dans le monde avec plus de 155 000 tonnes produites et/ou importées par an en
France. Nous avons fait le choix d'étudier plus particulierement la fumée de silice, une
silice amorphe synthétique obtenue par voie thermique utilisée dans I'alimentation
en tant qu’additif alimentaire mais également dans I'industrie du batiment et des
travaux publics afin d’améliorer les propriétés rhéologiques du béton. Du fait de ces
utilisations, de nombreux travailleurs y sont exposés quotidiennement par voie

respiratoire.

Notre travail a permis d'étudier les effets pro-allergisants des SAS-NP en évaluant
leurs interactions avec les DC mais également les conséquences sur la réponse
lymphocytaire T dirigée contre |'allergéne majeur de pollen de bouleau Bet v 1a. Dans
un premier temps, nous avons étudié |'impact de |'exposition aux SAS-NP sur les DC
et les conséquences fonctionnelles sur la réponse lymphocytaire T, puis nous avons
souhaité comprendre plus en détail le mécanisme de reconnaissance des SAS-NP en
tant que signal de danger. Dans un second temps, nous avons évalué dans quelle
mesure les SAS-NP pouvaient augmenter |'immunisation a I'allergéene majeur du

pollen de bouleau, Bet v 1a.
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L'ensemble de ces résultats devrait donner lieu a quatre publications : un premier
article a été publié dans Nanomaterials en 2020, un deuxiéme article dans
Toxicological Sciences en 2021, le troisieme vient d'étre soumis a Particle and Fibre
Toxicology, et un quatriéme article est en préparation. Une revue est également en

cours d'écriture sur les NAMPs.

. Evaluation des mécanismes cellulaires impliqués dans la réponse
des cellules dendritiques humaines et des lymphocytes T aux

nanoparticules de silice amorphe.

La premiere partie de notre travail a consisté a évaluer si les SAS-NP se comportaient

comme un signal de danger et a en rechercher les mécanismes.

Comme évoqué précédemment, trés peu de données sont disponibles sur I'effet des
SAS-NP sur le systeme immunitaire humain. Pour pallier ce manque de données, nous
avons évalué in vitro I'effet des SAS-NP sur la réponse de DC et LT humains. Nous
avons d'abord accordé une attention particuliere a la mise au point des conditions

expérimentales.

A. Mise au point des conditions expérimentales

1. Choix des nanoparticules
Nous avons sélectionné une silice pyrogénée (SIGMA S5505) et une silice colloidale
Ludox TMA® comme silices modéles d'origine industrielle, initialement dans le cadre
d'un projet financé par I'ANSES appelé "Silimmun". Ces nanoparticules ont fait I'objet
de plusieurs publications récentes de notre part (Feray et al. 2020) et de nos
collaborateurs (Dalzon et al. 2017; Dussert et al. 2020; Anaélle Torres et al. 2020;
Anaelle Torres et al. 2020). Nous avons également travaillé sur les nanomatériaux de
référence NM-202 du Joint Research Center (JRC) afin de disposer d'une silice

pyrogénique de référence entierement caractérisée. Les silices SIGMA S5505 et NM-
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202 sont issues de la méme voie de synthese : la voie thermique. La silice colloidale,
quant a elle, est issue de la synthese par voie humide. Nous avons mis en évidence
que les trois silices testées ont un profil similaire d'activation phénotypique et de
sécrétion de cytokines par les DC. Sur la base de ces résultats, et pour des raisons
liées aux conditions expérimentales, nous avons fait le choix d'effectuer nos études

mécanistiques sur un seul type de SAS-NP, les SIGMA S5505.

2. Préparation des NP
Nous avons effectué une « stérilisation » des nanoparticules pendant 8 h a 80 °C. Le
test LAL a été réalisé avant et apres ce processus de stérilisation. Avant stérilisation,
les résultats étaient de 0,20415 EU.mL" et apres stérilisation 0,008771 EU.mL", bien
en dessous du seuil de positivité des endotoxines (0,05 EU.mL"). Ces résultats
confirment la nécessité de stériliser les préparations de nanoparticules de silice
pyrogénée pour éliminer les endotoxines et s'assurer que les effets observés sur les
DC sont ceux des SAS-NP et non ceux des endotoxines. Nous avons par ailleurs
réalisé la caractérisation avant et aprés chauffage a 80°C. Les résultats (DLS et
potentiel zéta) n'ont pas montré de différence significative. Cette méthode n'altere

donc pas les caractéristiques des SAS-NP.

3. Modeéle cellulaire
L'originalité de nos travaux repose sur l‘utilisation d'un modéle de cellules
dendritiques issues de monocytes humains de donneurs sains. Dans la littérature,
plusieurs études rapportent les effets des SAS-NP sur les macrophages, humains ou
murins, car leurs capacités phagocytaires les exposent préférentiellement aux agents
exogénes (Fedeli et al. 2013; Tsugita et al. 2017). De plus, ils font partie des cellules
clés du systeme immunitaire capables de participer a I'immunité innée en tant que
défense non spécifique et a I'immunité adaptative grace au phénomeéne

d’opsonisation. Nos collaborateurs dans le projet Silimmun, puis Allergosil financés
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par I'’ANSES, s'intéressent particulierement aux effets des SAS-NP sur ces cellules,
notamment dans un contexte d’expositions répétées a faible dose représentatives
d'une exposition professionnelle. Nous avons choisi de travailler sur d'autres cellules
phagocytaires professionnelles, les DC, en nous focalisant sur les cellules humaines,
ce qui est trés rare dans la littérature. En effet, jusqu’a présent une seule équipe avait
évalué l'effet des SAS-NP sur les DC humaines, et ce travail concernait la silice
mésoporeuse (Vallhov et al. 2007). Nous en reparlerons plus loin dans ce chapitre. Les
autres études menées sur les SAS-NP utilisent majoritairement des cellules
dendritiques murines (Winter et al. 2011; Winkler et al. 2017). Ce modéle permet une
premiere évaluation des effets des SAS-NP sur la réponse immunitaire. Cependant, la
distinction entre les différentes sous-populations de DC et leurs équivalences entre
I'hnomme et la souris reste sujet a discussion. L'extrapolation a I'Homme des données
obtenues sur des DC murines reste donc hasardeuse (Hargadon 2016). Dans ce
contexte, il nous a semblé bien plus pertinent d'évaluer les effets toxiques des SAS-
NP sur un modeéle de DC humaines, malgré les difficultés inhérentes a
I'approvisionnement et a la variabilité interindividuelle.

Notre modéle de cellules dendritiques est issu de monocytes, isolés a partir de
donneurs humains sains, et différenciés en présence de facteurs de croissance et de
cytokines (GM-CSF et IL-4). Ceci nous permet d'obtenir des DC présentant des
similarités physiologiques, morphologiques et fonctionnelles avec les stades
immatures des DC humaines (Hargadon 2016; Wen et al. 2021; Hardonniere et al.
2022). De plus, elles peuvent étre activées en DC matures lors de I'exposition a des
signaux de danger, ce qui en fait un modele de choix pour évaluer I'impact des SAS-

NP.

La plupart des articles qui décrivent I'effet des SAS-NP sur les DC s'intéressent a
I'internalisation, |'activation et la réaction inflammatoire (Winter et al. 2011; Kang and

Lim 2012; Winkler et al. 2017). Les études citées ici ont notamment mis en évidence
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que les SAS-NP produites par voie thermique induisaient dans les DC murines une
production d’IL-1B. L'équipe de Winkler et al. a aussi proposé que les DC immatures
répondaient a |'exposition aux SAS-NP par une induction de novo de la pro-IL-113
résultant en une augmentation de la sécrétion d'IL-13 mature. Leur approche n’est
cependant pas suffisante pour vraiment caractériser |'impact des SAS-NP sur la
réponse immunitaire. |l est nécessaire d'étudier les conséquences fonctionnelles des
modifications phénotypiques des DC sur la réponse lymphocytaire T. En effet, la
réponse immunitaire adaptative ne sera compléte que si les DC activées sont
capables d'induire la prolifération de LT. Afin d’'évaluer les effets des SAS-NP sur la
réponse immunitaire adaptative, il convient donc d'évaluer leurs effets sur le

phénotype des DC mais aussi sur la prolifération des LT.

4. Temps d'exposition
Les temps d’exposition utilisés dans la littérature pour évaluer les effets des SAS-NP
sont généralement compris entre 16 et 24 heures (Winter et al. 2011; Winkler et al.
2017). Du fait de la cytotoxicité des SAS-NP et de la courte durée de vie des DC
humaines in vitro, les temps d'incubation ne doivent pas excéder 24 heures. Pour
mener notre étude, nous avons choisi d’exposer les DC aux SAS-NP pendant 16
heures car ce temps permet d'observer sans ambiguité les changements
phénotypiques dans nos expériences tout en restant en dessous d'un seuil de toxicité

acceptable.

5. Evaluation de la cytotoxicité
Nous avons précédemment examiné tres attentivement ['interférence des
nanoparticules sur les tests de cytotoxicité et la cytométrie de flux. A cette fin, et en

suivant la SOP (‘SOP V.1.G.O' 2022), sur les conseils de Cordula Hirsch, nous avons

mis au point les conditions des tests pour éviter ce biais expérimental.
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La cytotoxicité a été examinée aprés coloration a l'iodure de propidium (IP) par
cytométrie en flux. Les SAS-NP pourraient interagir elles-mémes avec I'IP en raison de
leur forte réactivité de surface et ainsi fausser les résultats de viabilité cellulaire
(Vallhov et al. 2007). Aprés le traitement des cellules avec des concentrations
croissantes de SAS-NP, le marquage a été réalisé avant ou apres lavage des cellules.
Nos résultats montrent qu'en I'absence de I'étape de lavage, une forte fluorescence
peut étre mesurée (ce qui correspondrait a environ 80% de mortalité cellulaire),
indépendamment de la concentration en nanoparticules (données non présentées).
Cependant, lorsque les cellules ont été lavées avant la coloration par I'IP, une
augmentation dose-dépendante de la fluorescence a été observée (données non
présentées). Pour confirmer la validité de ces résultats, nous avons également étudié
la viabilité cellulaire par exclusion au bleu trypan comme méthode complémentaire.
Les DC ont été incubées avec 0, 12.5, 25 ou 50 pg.mL" de SAS-NP pendant 16 heures
(dont une heure sans SVF). Les résultats nous ont permis de confirmer ceux obtenus
avec le marquage par |'IP (données non présentées). En conclusion, les SAS-NP
interagissent effectivement avec I'IP, mais I'étape de lavage du protocole permet

d'éviter cette interférence.

Nous avons retenu un seuil de cytotoxicité de 30%. Méme si ce seuil peut sembler
arbitraire, il a été fixé sur la base de nombreux résultats expérimentaux obtenus au
laboratoire. Il est sensiblement le méme que celui (25%) retenu pour le test de
sensibilisation cutanée hCLAT (OECD 2022) réalisé sur la lignée THP-1. Si nous
dépassons un certain seuil de cytotoxicité, nous ne mesurons plus |'effet des NP mais
I'effet des DAMPs libérés au cours de la mort cellulaire. Notre expérience au

laboratoire a permis d'établir que ce seuil assure le maintien de la fonctionnalité des

DC (Feray et al. 2020).
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Enfin, nous avons choisi de tester les nanoparticules au méme niveau de cytotoxicité
plutdt qu'a la méme concentration, ce qui permet d'aborder la comparaison de

nanoparticules de propriétés différentes sur la base de criteres biologiques.

6. Conditions d'exposition

Une originalité de notre protocole expérimental est que les DC sont exposées aux
SAS-NP en absence de sérum au cours de la premiére heure d’exposition. Cette étape
a été pensée afin de limiter I'agrégation des nanoparticules au début de I'incubation
ainsi que la formation de corona, en particulier avec les protéines sériques. Puis le
milieu de culture est supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal afin de permettre
la survie des cellules exposées. Si ce schéma expérimental ne semble pas
représentatif de la réalité des expositions aux SAS-NP in vivo, il nous a permis
d'améliorer la sensibilité de nos expériences. Contrairement aux produits chimiques,
I"évaluation in vitro de la toxicité des NP est fortement impactée par la présence de
SVF, par la formation d’une corona de protéines. Nous avons trouvé nécessaire de
minimiser |'impact de ces protéines sériques en effectuant une courte incubation
d'une heure dans un milieu sans sérum.

Nous avons également étudié |'impact du sérum humain AB décomplémenté (SAB)
en comparaison au SVF sur les modifications phénotypiques des DC induites par les
SAS-NP. Les résultats nous permettent d'émettre I'hypothese que les composants du
milieu en présence de SAB n’induisent pas de modification significative des de la
réponse des SAS-NP en comparaison a un milieu en présence de SVF (données non

présentées).
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B. Les SAS-NPs induisent une maturation fonctionnelle des cellules

dendritiques humaines

1. Modifications phénotypiques des DCs humaines

L'activation des DC par les SAS-NP est marquée par I'augmentation des marqueurs
CD83, CD86 et CXCR4. Le marqueur CD83 est décrit dans la littérature comme le
marqueur de surface caractéristique des DC matures (Lechmann et al. 2002; Prechtel
and Steinkasserer 2007). De plus, les marqueurs de co-stimulation tels que CD40,
CD80 et CD83 sont fréquemment utilisés dans la littérature en tant que marqueurs
d'une maturation compléte de DC (Banchereau et al. 2000). Le récepteur CXCR4 lie
quant a lui la chimiokine CXCL12 qui joue un réle dans la migration des DC matures
des vaisseaux lymphatiques vers les ganglions lymphatiques régionaux (Kabashima et
al. 2007; Pozzobon et al. 2016). Le marqueur HLA-DR peut également étre utilisé
comme un indicateur du processus de maturation des DC immatures. Cependant, le
modele de DC humaines utilisé au cours de notre étude présente une forte expression
basale du HLA-DR. De ce fait, il est nécessaire d'exprimer les résultats en Relative
Fluorescence Intensity (RFI) et non en pourcentages de cellules positives pour
quantifier les modifications de son expression suite a la stimulation des DC par les
SAS-NP (Feray et al. 2020). Nous observons également une augmentation de la
sécrétion des cytokines pro-inflammatoires telles que CXCL-8 et CXCL-12. La capacité
des SAS-NP a induire la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-6 et
CXCL-8 a été précédemment démontrée dans des lignées de cellules épithéliales
humaines (Hetland et al. 2001; Gualtieri et al. 2012). De plus, il a été montré dans la
lignée de macrophages RAW647.7 que les SAS-NP augmentaient |'expression des
genes de l'IL-1, de I'[L-6 et du TNF-« (E.-J. Park and Park 2009).

Les résultats obtenus dans l'article n°1 mettent en évidence un profil d'activation des
DC ainsi qu'une sécrétion de cytokines trés comparables avec les trois SAS-NP
testées, issues de deux voies de synthese différentes. Ceci suggere qu'il existerait un

déterminant commun aux trois SAS-NP responsable de la maturation des DC. Pour
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explorer ces aspects, nous projetons, dans le cadre du projet Allergosil soutenu par
I’ANSES, de mettre en place des expériences afin de comparer les effets de plusieurs
silices pyrogénées et précipitées commerciales, de surfaces spécifiques identiques ou
différentes, ayant subi ou non un traitement de surface afin de réduire la densité de
silanols. Nous avons déja mené des expérimentations préliminaires sur les cellules
THP-1 qui ont montré que des silices précipitées comme pyrogénées pouvaient
induire des changements phénotypiques alors que la densité de silanols des silices
pyrogénées est de moins de 1/nm? Les silices précipitées et pyrogénées qui
présentaient des propriétés physicochimiques trés proches en termes de taille des
particules primaires (14nm) et de surface spécifique (200 m? /g) ont donné des
résultats tres comparables. Cependant et de maniere tres intéressante, en ce qui
concerne une silice précipitée de plus faible surface spécifique (36 m?/g) ayant recu
un traitement de surface, la réduction de la densité de silanols de 60 & moins de
10/nm? semble diminuer la capacité d'activation des cellules (données non
présentées). Ces observations, méme préliminaires, montrent qu‘un travail plus
approfondi est nécessaire pour mieux comprendre le réle des différentes
caractéristiques physicochimiques sur |"activation des DC.

Une autre équipe s'était intéressée a I'effet de SAS-NP sur le phénotype des cellules
dendritiques humaines. Cependant, I'étude menée par I'équipe de Valhov et al. a été
réalisée sur des particules de silice mésoporeuse qui présentent une structure de
pores unique et une surface spécifique extrémement importante (respectivement 520
et 547 m2.g-1 pour 'AMS-6 et '’AMS-8). De plus, la taille des particules de 'AMS-6
est de 270 nm alors que celle de 'AMS-8 est de 2,5 pm. Les seules particules qui
modifient significativement I'expression de CD86 sont les AMS-8 (Vallhov et al. 2007).
Avec la taille des pores a I"échelle nanométrique (3,9 et 2,8 nm pour AMS-6 et AMS-
8 respectivement), et en accord avec la définition ISO des matériaux nanostructurés
comme ayant une structure interne ou de surface de I'ordre du nanometre (ISO, 2008),

ces particules peuvent probablement étre considérées comme des nanomatériaux
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(Fruijtier-Polloth 2012). Néanmoins, |'effet sur la fonction des DC a été décrit dans de
nombreux rapports comme dépendant de la taille, et pourrait affecter la viabilité,
I"absorption et les marqueurs de régulation immunitaire. En raison de ces propriétés
physico-chimiques inhabituelles, la silice mésoporeuse est développée pour
I'administration de médicaments et comme adjuvant dans les vaccins. C'est dans cette
perspective que s'inscrit le travail de I"équipe de Vallhov alors que notre travail releve
d'une démarche d'évaluation des effets immunotoxiques d'une exposition
involontaire et passive a des nanoparticules de silice amorphe utilisées dans des
produits de consommation ou dans I'industrie, comme la fumée de silic ou la silice
colloidale. A cette fin, nos expériences ont été congues pour proposer un modele in
vitro robuste de la réponse immunitaire innée humaine basé sur |'utilisation de cellules

dendritiques primaires.

2. Evaluation de la fonctionnalité de la maturation
Les DC phénotypiquement matures ne favorisent pas toujours la mise en place de la
réponse T. La conséquence fonctionnelle de la maturation des DC est 'activation des
LT et leur prolifération, qui ne sont possibles qu'aprés une interaction avec les DC
activées. Nous avons souhaité évaluer la conséquence des modifications
phénotypiques des DC sur la réponse lymphocytaire T. A notre connaissance,
seulement peu d'études ont évalué la réponse des LT en plus de ['étude
phénotypique. Pour ce faire, nous avons utilisé un modéle de co-culture allogénique
dans lequel I'antigéne reconnu par les LT est le CMH allogénique. Nos résultats ont
montré une augmentation statistique de la prolifération des LT. Ce résultat suggére
que la maturation des DC induite par les SAS-NP est fonctionnelle. Elle est
accompagnée d'une augmentation de la sécrétion de cytokines telles que I'lL-17A/F
et IL-9. L'IL-5 est également augmentée mais de facon non significative. Ces résultats
sont cohérents avec le phénotype pro-inflammatoire observé dans nos résultats

précédents. La production de ces cytokines suggere une orientation des LT en
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phénotype Th2 et Th17. Certains auteurs ont étudié cette polarisation. Schanen et al.
ont montré que les modifications phénotypiques de moDC induites par les NP de
TiO2 pouvaient orienter la réponse des LT vers une réponse pro-inflammatoire de type
Th1 (Schanen et al. 2013). Il a aussi été montré que les SAS-NP mésoporeuses dans
un modele de moDC induisaient une polarisation des LT via la production d'IFN-y,
d’IL-4 et d'IL-13. Dans cette étude, la polarisation a été évaluée dans un modele de
co-cultures autologues de moDC et LT CD4* naifs a l'aide d'un essai ELISpot
spécifiques de chaque cytokine testée (IL-4, IL-10, IL-13, IL-17, ou IFN-y). (Vallhov et
al. 2012). Afin d'évaluer la polarisation induite par les SAS-NP dans notre modele,
une perspective de notre travail est de mettre au point une co-culture autologue non
polarisée permettant d'identifier les cytokines sécrétées en réponse aux SAS-NP par
un dosage de cytokines présentes dans le surnageant de culture.

Dans la littérature, seules quelques études ont eu recours au modeéle de co-culture
DC :LT allogénique afin d'évaluer si la maturation des DC liée a I'exposition aux NP
était fonctionnelle (D. Yang et al. 2010; Vallhov et al. 2012; Schanen et al. 2013;
Barillet et al. 2019). Cependant les résultats de la plupart des études sont
majoritairement orientés sur les études de modification phénotypique. Certaines
études se sont intéressées également a la réponse lymphocytaire consécutive a
I'exposition des DC a des NP. Ainsi, des NP de Poly(D,L-lactide-co-glycolide) (PLGA)
ont induit une maturation des DC sans effet sur la prolifération des LT dans un modele
de co-culture allogénique (Barillet et al. 2019). Une différence de la puissance du
signal de danger utilisé mais aussi les cytokines sécrétées pourraient expliquer le fait
que certaines NP sont capables d'induire une maturation fonctionnelle des DC et

d’autres non.

3. Les SAS-NPs : signal de danger ?
Les résultats obtenus au cours de cette étude suggerent que les SAS-NP joueraient

le réle de signal de danger. Cela semble corroborer I'hypothése des NAMPs (Fadeel
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2012; Pallardy, Turbica, and Biola-Vidamment 2017). Cependant, cette notion reste
abstraite, car contrairement aux PAMPs, les NAMPs ne sont probablement pas des
motifs conservés, mais polymorphes. La littérature ne décrit pas encore la maniére
dont les NP se comportent en tant que NAMPs. A la différence des PAMPs et DAMPs
(Pradeu and Cooper 2012) qui sont reconnus par des PRR exprimés dans plusieurs
compartiments cellulaires tels que les TLR ou les NLR (Athman and Philpott 2004;
Delneste, Beauvillain, and Jeannin 2007), a notre connaissance de tels récepteurs ne
sont pas décrits pour les NAMPs. Cependant, les récepteurs scavenger ont été décrits
dans les macrophages comme reconnaissant les silices cristalline et amorphe (Orr et
al. 2011; Tsugita et al. 2017).

Plusieurs hypothéses peuvent étre envisagées. Les SAS-NP déclencheraient la
reconnaissance et la signalisation endosomale associée a la protéine MyD88. Les SAS-
NP seraient internalisées puis reconnues par les TLR endosomaux associés a MyD88.
Ceci induirait une production de novo d'IL-1B ainsi que I'activation des DC (Winkler
et al. 2017). Plus récemment, une autre hypothese a été proposée.

Les SAS-NP induiraient la production de DAMPs tels que HMGB1, une protéine
constitutive de la chromatine libérée dans le milieu extracellulaire en situation de
stress. Comme évoqué dans la partie introductive du travail (Chap.3, 1,C,1), les DAMPs
sont libérés par des tissus ou cellules endommagés ou ayant subi un stress. Dans les
cellules HUVEC, des SAS-NP, dont le procédé d'obtention n'est pas précisé,
favoriseraient le relargage de ROS et activeraient l'inflammasome NLRP3. Ceci
ménerait a une augmentation de |'expression d'HMGB1. De plus, les SAS-NP
favoriseraient la translocation d'HMGB1 vers le cytoplasme ainsi que sa sécrétion.
HMGB1 extracellulaire se lierait au TLR2 puis activerait la voie MyD88 et NF-kB (X. Liu
et al. 2021b).

Aussi, comme décrit dans |'introduction, au contact de leur environnement, les NP se
recouvrent de certains de ses composants. La nature de ces derniers définira en partie

les réactions qui se produiront par la suite. En fonction des procédés de synthese, les
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NP peuvent étre recouvertes d’endotoxines bactériennes ou de lipopolysaccharides
(Vallhov et al. 2006). Certaines NP peuvent aussi se recouvrir de DAMPs ou de PAMPs
(Hubbell, Thomas, and Swartz 2009). Enfin, une derniére hypothése serait que la
réactivité de surface des SAS-NP serait essentielle pour qu’elles exercent leur effet
signal de danger. En effet, I'équipe de Sun et al. a montré que la modification de la
surface de SAS-NP pyrogénées par la présence de groupements titane méne a une
réduction de la densité des groupements OH a leur surface, induisant ainsi une
diminution de la production d'ERO dans des cellules THP-1 in vitro et une
amélioration de l'inflammation pulmonaire aigué chez des souris C57BL/6. Ceci se
traduit par une diminution des neutrophiles et de la sécrétion d’IL-1B dans le liquide
de lavage broncho alvéolaire (Sun et al. 2016). Les hypothéses pouvant s'appliquer a
nos travaux seraient notamment la reconnaissance des NAMPs par un mécanisme
dépendant d'un récepteur ou non menant a l'activation des DC par l'intermédiaire

des groupements présents a la surface des SAS-NP.

C. Mécanismes de |'effet signal de danger

Dans ce contexte, |'objectif suivant a été de comprendre par quels mécanismes les
SAS-NP induisent |'effet signal de danger observé dans la premiére partie de notre

travail et quelles sont les voies de signalisation impliquées.

1. Voies de signalisation impliquées
Nos résultats ont montré que les SAS-NP utilisées induisent une maturation compléte
et fonctionnelle des DC qui se traduit également par une phosphorylation tardive des
MAPK JNK et p38 respectivement a 90 et 120 minutes. Les MAPK ont largement été
décrites comme étant impliquées dans la maturation des DC en réponse a divers
stimuli tels que des molécules sensibilisantes (Boisléve, Kerdine-Rémer, and Pallardy
2005; Antonios et al. 2009) mais aussi des particules de silice Sigma « ultrafines »

(Kang and Lim 2012). Dans la littérature, les MAPK sont décrites comme des signaux
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précoces de |'activation de DC. A titre d'exemple, il a été montré au laboratoire que
les molécules sensibilisantes induisaient une activation des MAPK dés 15 minutes

(Antonios et al. 2009).

Peu d'études s’intéressent aux voies de signalisation en amont des MAPK. Celles-ci
sont nombreuses. Cependant, la voie de signalisation impliquant la protéine tyrosine
kinase Syk a retenu notre attention en raison de son réle dans la maturation des DC
et la signalisation cellulaire initiée dans les DC en réponse aux cristaux de MSU, signal
de danger endogene, et aux agrégats de protéines thérapeutiques (Ng et al. 2008;
Nabhan et al. 2020). L'originalité de nos travaux réside dans la description de
I'implication de Syk dans la réponse des DC aux SAS-NP, ce qui n'a a notre

connaissance jamais été décrit dans la littérature.

Comme présenté en introduction, Syk est connue pour étre activée suite a
I'engagement de récepteurs tels que FcyR, Dectin-1 ou Mincle (Kerrigan and Brown
2011). Dans le cas de I'engagement d'un récepteur, la phosphorylation de Syk est
observée seulement quelques minutes apres l'interaction entre le ligand et son
récepteur. Cependant, dans notre étude, nous observons une phosphorylation
tardive de Syk 30 minutes apres |'exposition des DC aux SAS-NP. Des temps plus
précoces ont été évalués, et malgré la variabilité inter-donneurs, aucune
phosphorylation n'a été observée avant 30 minutes. Cette observation suggére un
mécanisme indépendant des récepteurs. A notre connaissance, seules deux études
menées par la méme équipe documentent |'activation de Syk par des mécanismes
indépendants des récepteurs. Leur démonstration repose sur |'utilisation de la
pronase, une protéase permettant |'élimination des récepteurs de surface. Ils ont
montré que |'effet des cristaux de MSU était toujours présent apres traitement des
cellules par cette protéase (Ng et al. 2008; Flach et al. 2011). Nous avons souhaité

reproduire cette expérience sur notre modele d'étude, cependant l'effet de la
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pronase s'est révélé trop cytotoxique et ne nous permettait pas d'effectuer les

observations souhaitées en présence des SAS-NP.

2. Les interactions membranaires a l'origine de |Ia
signalisation ?

Les NP pourraient promouvoir la formation de rafts lipidiques

La littérature décrit que la formation de rafts lipidiques facilite de nombreux
évenements cellulaires tels que la transduction de signaux, I'endocytose, le transport
vésiculaire ainsi que 'adhésion cellulaire (Hanzal-Bayer and Hancock 2007; Horejsi
and Hrdinka 2014).

Le réarrangement lipidique puis la réorganisation des rafts sont nécessaires pour
I'ancrage de récepteurs. lls pourraient se produire lors d’une interaction directe entre
les particules et la membrane. L'équipe de Ng et al. a proposé un mécanisme d’action
dans lequel les particules de MSU et d'aluminium interagissent directement avec la
membrane. Les lipides membranaires des DC serviraient de récepteurs de
substitution pour ces particules induisant une modification de la fluidité membranaire
et ainsi la formation de rafts lipidiques (Ng et al. 2008; Flach et al. 2011). L'équipe de
Hu et al. a montré dans des BMDC que des bionanoparticules issues de
bactériophages QB et utilisées en tant que vecteurs de vaccins, pouvaient promouvoir
I'agrégation de rafts par des interactions membranaires modifiant la courbure de la

membrane plasmique (Hu et al. 2020).

Les rafts sont des plateformes de signalisation

Les radeaux lipidiques permettent I'ancrage de récepteurs contenant des motifs
ITAM, mais aussi des kinases de la famille Src (Simons and lkonen 1997; Vidalain et
al. 2000). En effet, les Src kinases sont recrutées sous leur forme activée lors de la
formation de rafts lipidiques (figure 23) et jouent un réle dans I'induction de la

phosphorylation de la protéine Syk dans les cellules présentatrices d'antigene telles
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que les LB (Kurosaki et al. 1994; Gupta and DeFranco 2007). Une hypothese serait
que les Src kinases seraient activées par les intégrines présentes dans les radeaux
lipidiques (Mitra and Schlaepfer 2006; Lietha and Izard 2020). L'équipe de Ng et al. a
montré que les cristaux de MSU induisaient I'activation de Syk par le biais d'une
interaction menant a une réorganisation lipidique et a la formation de rafts (Ng et al.
2008). Bien que les cristaux de MSU soient majoritairement de taille micrométrique,
certains peuvent étre a |"échelle nanométrique (S. Park et al. 2021). Nous avons émis
I'nypothése que les SAS-NP utilisées dans notre étude pouvaient adopter un

comportement similaire.

L'activation de Syk aurait lieu dans une boucle d'autophosphorylation initiée par les
Src kinases. Ces derniéres phosphorylent le domaine SH2 de la protéine Syk, ce qui
met en place la boucle d’autophosphorylation de Syk (figure 25b) (El-Hillal et al. 1997;
Mansueto et al. 2019). En résumé, nos résultats suggerent que les SAS-NP induiraient
la formation de rafts lipidiques, ce qui serait a 'origine de la phosphorylation de Syk

par les Src kinases (figure 35).

La phosphorylation de Syk est nécessaire a la phosphorylation de JNK mais pas de
celle p38. Il a été décrit dans des cellules musculaires lisses de rats que les MAPK JNK
et p38 pouvaient étre activées de fagon indépendante en réponse a une stimulation
par H20; (Yoshizumi et al. 2000). Il nous reste a évaluer si p38 jouerait un réle dans
I'activation des DC induite par les SAS-NP, au moyen d'un inhibiteur
pharmacologique, et par quels mécanismes elle serait activée. Nous pouvons émettre
I'hypothéese que les SAS-NP activeraient JNK par un mécanisme dépendant de Syk et
p38 par un mécanisme indépendant de Syk et des rafts lipidiques, éventuellement

dépendant de récepteurs qui restent a identifier.
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Figure 35 - Schéma du mécanisme d'action des SAS-NP sur les cellules dendritiques

Mécanisme de formation des rafts par les NP

Pour aller plus loin, il est nécessaire de comprendre la premiere étape d'interaction
entre les NP et les DC, conduisant a la formation de radeaux lipidiques. Cependant,
trés peu d'études dans la littérature se sont penchées sur de tels mécanismes.

Comme précédemment évoqué, les NP présentent une grande réactivité de surface.
L'équipe de Pavan et al a suggéré que les groupements présents a la surface des SAS-
NP réguleraient les échanges entre ces derniéres et les cellules. Dans cette étude, les
globules rouges (GR) sont utilisés in vitro car leur membrane représente un modele
simple et adéquat pour évaluer les interactions entre les NP et les membranes
cellulaires. C'est la raison pour laquelle le test de I'hémolyse est un test de référence
d’'étude de la réactivité de surface de particules inorganiques et plus particulierement
de la silice au niveau membranaire. C'est ainsi que Pavan et al. ont mis en évidence
que plus d'une caractéristique régissait les interactions membranaires des silices, les

principales étant la taille, la forme et la réactivité de surface des particules. La
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distribution de surface des groupements silanols et siloxanes serait le principal facteur
induisant I'hémolyse (Pavan et al. 2013b; 2014).

La toxicité des silices pourrait donc étre liée a la répartition de ces groupements
silanols et siloxanes (figure 15) a la surface des SAS-NP (Pavan et al. 2019). Zhang et
al ont montré que le potentiel membranolytique et cytotoxique des silices obtenues
par voie thermique pouvait étre attribué a la formation de cycles siloxanes et a la
densité de silanols présents a la surface (H. Zhang et al. 2012). Cette observation a
été supportée par Sun et al. qui démontrent que lorsque I'on ajuste la répartition des
silanols par un procédé de calcination, il est possible de réduire I'inflammation aigué
induite par la silice pyrogénée chez la souris C57BL/6 (Sun et al. 2015). Des résultats
préliminaires visant a évaluer le réle de la chimie de surface dans la toxicité des SAS-
NP sur la lignée cellulaire THP-1 nous ont permis de comparer les effets de SAS-NP
obtenues par voie humide présentant différentes densités de silanols. Nous avons pu
observer une moindre activation des cellules THP-1 lorsque la densité de silanols
dune silice précipitée était réduite. Ces résultats semblent cohérents avec ceux de
Sun et al (Sun et al. 2015). Cependant, cela ne permet pas d'expliquer les effets
importants des silices pyrogénées (55505 et NM202) dont la densité de silanols est

inférieure a 1/nm2.

Plus récemment, I'équipe de Cristina Pavan a identifié une nouvelle « sous-famille »
de silanols comme étant un déterminant moléculaire majeur de la toxicité des SAS-
NP : les nearly free silanols (NFS) (Figure 16). Leurs résultats mettent en évidence que
les NFS favorisent l'activité membranolytique des SAS-NP sur des modeles
membranaires, induisent la libération de la cytokine IL-1B par les macrophages et
déclenchent une inflammation pulmonaire chez le rat (Pavan et al. 2020). Dans leur
article le plus récent, des échantillons de silice avec différentes quantités de NFS ont
été testés sur des systémes membranaires de complexité moléculaire décroissante et

de charge différente. Les résultats démontrent que la teneur en NFS est le principal
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déterminant de la perturbation de la membrane causant la lyse des globules rouges.
La silice riche en NFS adsorbe fortement et irréversiblement les structures
phospholipidiques auto-assemblées zwitterioniques suggérant que les NFS
reconnaissent les épitopes membranaires qui présentent un groupe amino

quaternaire positif et un groupe phosphate négatif (Pavan et al. 2022)

De nombreux constituants membranaires peuvent effectivement étre envisagés
comme interagissant avec les SAS-NP tels que les protéines membranaires via des
liaisons hydrogénes, les groupements phosphate ester des phospholipides
membranaires. Les SAS-NP interagiraient par le biais de liaisons hydrogéne avec les
composants de la membrane plasmique. Grace aux silanols, les SAS-NP peuvent agir
en tant que donneurs d’hydrogene et interagir avec les groupements accepteurs
d'hydrogene tels que les groupements phosphates esters des phospholipides
membranaires ou les groupements amides secondaires des protéines (Nash, Allison,
and Harington 1966). Plus récemment, une étude basée sur des méthodes de
modélisation biophysique a permis de montrer que les SAS-NP mésoporeuses
interagissaient par des interactions électrostatiques entre les phospholipides et les
groupements silanols présents sur les SAS-NP induisant ainsi une déstabilisation
membranaire pouvant mener a la réorganisation des radeaux lipidiques (Kettiger et
al. 2016). Nos résultats fournissent de nouveaux éléments sur le mécanisme par lequel
les SAS-NP jouent leur réle de signal de danger. Nous postulons que la chimie de
surface est au coeur des interactions entre les SAS-NP et les DC. Une étude plus
précise des groupements chimiques de surface responsables des interactions des
SAS-NP avec les composants membranaires nous permettrait d'identifier |'origine de
la toxicité des SAS-NP. Ainsi, ce travail contribuerait a développer des SAS-NP plus

slres par une approche safer-by-design.
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Il. Etude de I'implication des nanoparticules de silice amorphe
dans I'immunisation contre |'allergéne majeur du pollen de

bouleau, Bet v 1a.

Selon le réseau national de surveillance aérobiologique, pres de 25% de la population
francaise souffre d'allergies respiratoires se manifestant sous forme de rhinites ou de
crises d'asthme. Les allergenes en cause peuvent étre, a titre d'exemple, les acariens
(Der p 1) ou le pollen de bouleau (Bet v 1a). Il est nécessaire de comprendre comment
les patients s'immunisent contre ces aéro-allergenes. L'hypothése que nous explorons
est que cela pourrait étre lié a une exposition environnementale via la pollution
atmosphérique aux nanoparticules de diesel (Acciani et al. 2013) ou encore a des
nanomatériaux comme cela a été décrit pour les nanotubes de carbone (Ronzani,
Casset, and Pons 2014). Du fait de leur exposition polymorphe, et de nos résultats
précédents démontrant leur effet signal de danger, nous avons souhaité évaluer le
réle des SAS-NP dans I'immunisation contre un allergéne trés répandu, Bet v 1a. Cette
question n'avait jusqu’a présent été évaluée que dans des modeles murins de
sensibilisation a I'ovalbumine (Branderberger et al, 2013). Nous avons souhaité
I'explorer plus finement in vitro en mettant au point un modéle innovant que nous

allons présenter dans le paragraphe suivant.

A. Présentation du modéle de co-culture autologue.

L'originalité de notre travail a été d'utiliser un modele de co-culture autologue dans
lequel les DC et les LT CD4" naifs sont issus du méme donneur humain sain.
Initialement développé pour prédire I'immunogénicité des protéines thérapeutiques,
ce modele permet de s'affranchir de la barriere d'espéce, les animaux étant peu

prédictifs de la réponse immunitaire chez I'homme. Ici, l'intention est de reproduire
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in vitro I'activation du systéme immunitaire qui peut survenir lors de I'exposition

simultanée a un allergéne et a des nanoparticules.

Un LT est dit naif tant qu’il n"a pas rencontré son antigene spécifique. Par définition,
les LT naifs spécifiques d’'un antigéne sont peu nombreux (autour de 1 cellule T
spécifique d'un épitope T donné pour 1 a 10 millions de cellules). Apres stimulation
par I'antigene, le LT naif spécifique de I'antigéne subit une expansion clonale et forme
un répertoire de LT mémoires. La fréquence de LT naifs spécifiques d'un antigéne
donné peut varier selon le donneur et I'immunogénicité de I'antigéne (Maillere,
Delluc, and Ravot 2012). Dans le modeéle utilisé, les deux types cellulaires autologues
n‘induisent pas de réaction immunitaire basale contrairement au modéle de co-
culture allogénique utilisé précédemment dans lequel les DC et LT sont issus de deux
donneurs différents et I'antigéne reconnu par les LT est le CMH allogénique. Le
modéle autologue nous donne la possibilité d'ajouter un antigene extérieur ainsi que
le signal que nous souhaitons évaluer comme signal de danger. L'antigene que nous
avons intégré dans notre modele est |'allergene majeur du pollen de bouleau Bet v
1a. Nous avons choisi cet allergene car les allergies au pollen représentent 30% des
allergies respiratoires en France et le bouleau est le principal arbre producteur de
pollen responsable d'allergies (Lavaud 2019). Comme précédemment mentionné, le
modele utilisé a été congu pour évaluer limmunogénicité des protéines
thérapeutiques (Maillére, Delluc, and Ravot 2012). Pour cela le signal de danger utilisé
était le LPS, signal de danger bien décrit. Nous avons choisi d'adapter ce test afin
dévaluer l'effet signal de danger des SAS-NP. Sur le postulat que la taille du
répertoire contrdle au moins en partie I'amplitude de la réponse T lors du processus
de sensibilisation, nous avons trouvé pertinent d’évaluer l'influence des SAS-NP sur

le répertoire de LT CD4* naifs spécifiques de Bet v 1a.
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Nos résultats obtenus sur des cellules issues de donneurs sains montrent |'existence
d'un répertoire de LT CD4* naifs spécifiques de Bet v 1a pré-existant. En effet, nous
avons déterminé que la fréquence moyenne de LT naifs spécifiques de Bet v 1a chez
4 donneurs exposés a |'allergéene en présence de LPS était de 1,33 LT naifs spécifiques
par million de LT circulants. A titre de comparaison, pour des protéines immunogenes
comme la KLH, la fréquence de LT spécifiques est de I'ordre de 30 LT naifs spécifiques
par million de LT circulants. Pour certains anticorps thérapeutiques, le répertoire est
compris entre 0,1 et 1 LT spécifique par million de LT circulants (Maillere, Delluc, and
Ravot 2012). Nous avons ensuite souhaité comparer la fréquence de LT CD4* naifs
spécifiques de Bet v 1a obtenue en absence de signal de danger a celle obtenue lors
de I'exposition a Bet v 1a en présence de SAS-NP. Les résultats obtenus indiquent
une fréquence plus élevée en présence de SAS-NP chez les 6 donneurs testés (0,59
LT CD4* spécifiques de Bet v 1a par million de LT circulants) en comparaison a une
stimulation avec Bet v 1a seul (0,20 LT CD4" spécifiques de Bet v 1a par million de LT
circulants). Notre hypothése est que I'exposition aux SAS-NP augmenterait le nombre
et/ou modifierait la nature des épitopes de Bet v 1a reconnus par les cellules T.

Comme présenté dans les résultats complémentaires, le stimulus de Bet v 1a seul
n‘est pas suffisant pour induire la maturation des DC contrairement a d'autres
allergénes tels que Der p 1 (Bellinghausen et al. 2003; Gerstmayr et al. 2007). De ce
fait, I'augmentation de la fréquence de LT CD4" naifs spécifiques de Bet v 1a en
présence de SAS-NP serait liée a |'effet signal de danger des SAS-NP, ce qui confirme

les résultats obtenus précédemment (phénotype et co-culture allogénique).

B. Effet des SAS-NPs sur l'internalisation de Bet v 1a

Pour tenter de comprendre |'origine de la modification de répertoire de LT CD4+
naifs spécifiques de Bet v 1a, nous avons évalué son internalisation par Western-blot.

Nous avons utilisé deux scénarios d’exposition des DC a Bet v 1a.
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Dans le premier, nous exposons les DC a Bet v 1a pendant une heure, puis nous
ajoutons les SAS-NP. Ce scénario correspond a celui utilisé lors des co-cultures
autologues. De maniére tres intéressante, dés 15 minutes apres |'ajout des SAS-NP
nous avons pu détecter une quantité de Bet v 1a intracellulaire significativement
augmentée en comparaison a la condition ou les cellules n"ont été exposées qu’a Bet
v 1a.

Plusieurs hypothéses pourraient expliquer ce résultat, notamment une augmentation
de l'internalisation ou une inhibition du processing (ou apprétement) de I'antigene.
L'augmentation de l'internalisation de Bet v 1a par les DC reposerait sur un
mécanisme « Cheval de Troie » exercé par les SAS-NP. Ce mécanisme est connu et
exploité en thérapeutique, notamment en oncologie ou il est utilisé
intentionnellement. Ainsi, des NP présentant des motifs de reconnaissance pour les
cellules cancéreuses a leur surface sont chargées avec des principes actifs (PA)
toxiques ciblant les cellules cancéreuses (Stenzel 2021). Une fois internalisées par ces
dernieres, les NP libereront les PA qu’elles contiennent. Ce mécanisme est également
utilisé pour le traitement des allergies, ou les NP seront utilisées pour véhiculer et
délivrer les allergenes afin de désensibiliser les patients allergiques (Smarr et al. 2016).
Dans nos expériences, il ne s'agit pas d'un effet bénéfique et intentionnel. Du fait de
leur réactivité de surface, les SAS-NP auraient la capacité de se recouvrir de
I"allergéne Bet v 1a et ainsi d’augmenter les quantités internalisées (figure 36). Pour
mieux explorer cette hypothése, nous avons entrepris de caractériser les interactions

NP-Bet v 1a mais également de modifier le scénario d'exposition.
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Sans SAS-NP Avec SAS-NP

Figure 36 - Schéma représentant linternalisation de Bet v 1a en absence et en
présence de SAS-NP, illustrant |'effet cheval de Troie.

Les spheres modélisent les SAS-NP et les triangles modélisent |'allergéne Bet v 1a.

Il existe plusieurs méthodes dans la littérature pour caractériser l'interaction entre des
protéines et des NP. Grotz et al. ont séparé Bet v 1a et des SAS-NP obtenues par la
méthode de Stober, par simple centrifugation. Le culot contenant les nanoparticules
et leur corona a été analysé par SDS-PAGE et les protéines du surnageant ont été
quantifiées par un test de Bradford (Grotz et al. 2018b). Sur des AuNP, Radauer-Preim|
et al. ont montré que Bet v 1a se liait a la surface des NP. La formation de la corona
a été vérifiée par MET et par DLS. Les données de DLS ont montré une augmentation
du rayon hydrodynamique des NP en présence de Bet v 1a (Radauer-Preiml et al.
2016a). Pour notre étude, nous avons évalué par DLS le rayon hydrodynamique des
SAS-NP en présence ou en absence de Bet v 1a. Nous avons mis en évidence que le
diameétre hydrodynamique moyen des SAS-NP en présence de lallergene était
significativement plus élevé, indiquant que Bet v 1a interagirait bien avec les SAS-NP.
Les études de centrifugation afin de caractériser la quantité d'allergéne se fixant aux
SAS-NP par électrophorése sont en cours mais nécessitent une mise au point plus
approfondie.

Dans un second temps, nous avons modifié le scénario d’exposition des DC a Bet v
Ta et aux SAS-NP. Nous avons exposé les DC a Bet v 1a pendant une heure, puis
apres un lavage destiné a éliminer Bet v 1a extracellulaire, nous avons ajouté les SAS-

NP. Ce scénario d'exposition a été congu afin d'adresser la question de I'effet cheval
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de Troie des SAS-NP. En effet, en éliminant Bet v 1a restant dans le milieu
extracellulaire apres une heure de stimulation, et avant I'ajout des nanoparticules,
nous pensons que nous empéchons le processus de recouvrement de celles-ci par
Bet v 1a. Nos résultats montrent que nous ne détectons plus de différence
significative entre la condition Bet v 1a seul et la condition Bet v 1a et SAS-NP. Ces
résultats semblent donc appuyer I'hypothése cheval de Troie décrite ci-dessus.
Cependant, nous ne pouvons exclure d'autres hypotheéses sur la modification de la
fréquence par les SAS-NP.

Au-dela du réle potentiel de I'internalisation accrue, quels mécanismes pourraient
expliquer I'augmentation de la fréquence de LT CD4+ naifs spécifiques de Bet v 1a
en présence de SAS-NP ? La liaison de Bet v 1a aux SAS-NP pourrait modifier la
conformation de l'allergéne et ainsi démasquer de nouveaux épitopes. Ainsi, il a été
montré dans des cellules THP-1 qu’en se liant a la surface de NP d'or conjuguées a
de I'acide poly(acrylique), le fibrinogene changeait de conformation, ce qui favorisait
son interaction avec le récepteur aux intégrines Mac-1. Ceci méne a |'activation de la
voie de signalisation de NF-kB, et a la libération de cytokines pro-inflammatoires
(Deng et al. 2012). De plus, I"équipe de Radauer-Preiml et al a suggéré que la liaison
des allergénes aux NP pouvait affecter I'accessibilité des épitopes et ainsi modifier la
réponse contre ceux-ci. La méme équipe a montré également que l|'activité
enzymatique de Der p 1 était considérablement modifiée par la liaison ce dernier aux
AuNP (Radauer-Preiml et al. 2016a). L'interaction de Bet v 1a avec les SAS-NP
modifierait son devenir cellulaire. Bet v 1a pourrait se lier a diverses molécules aux
fonctions immunomodulatrices, tels que des polysaccharides végétaux (Ligacheva et
al. 2014), ou stabilisant indirectement la conformation de Bet v 1a. Ceci pourrait
modifier son immunogénicité et son allergénicité en influencant son traitement dans
les compartiments endolysosomaux (Freier, Dall, and Brandstetter 2015; Machado et
al. 2016). Soh et al. ont montré que Bet v 1a se liait aux phytoprostanes E1 (PPE1),

dérivés lipidiques oxydés issus de la peroxydation non enzymatique de |'acide a-
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linolénique biosynthétisés dans la plupart des végétaux, fonctionnellement
apparentés aux prostaglandines de mammifére et possédant une fonction de
régulation des LT Th2. Les résultats de ces travaux mettent en évidence que PPE1 lié
a Bet v 1a induit une augmentation de la résistance de l'allergéne a la protéolyse
endosomale ainsi qu’une diminution des activités endolysosomales (Soh et al. 2019).
Nous émettons I'hypothése que I'interaction entre Bet v 1a et les SAS-NP modifierait
la stabilité ou la conformation de I'allergene. Cette hypothése est soutenue par les
récents travaux de Johnson et al. indiquant que l'interaction de nature électrostatique
de NP de silice, dont le procédé d’obtention n’est pas précisé, de taille similaire a
celles utilisées dans notre étude, avec Bet v 1a diminue sa stabilité protéolytique

(Johnson et al. 2021).
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Ce projet de recherche a permis une meilleure évaluation de la toxicité des SAS-NP
sur la réponse immunitaire adaptative.

Apres avoir mis au point un outil méthodologique d'évaluation de I'immunotoxicité
des NP, nous avons pu montrer pour la premiére fois que des SAS-NP produites par
les voies de synthése principales, a savoir par pyrolyse et par voie humide,
déclenchent la mise en place de la réponse immunitaire adaptative. Cet outil pourrait
étre transposé a d'autres nanomatériaux tels que les nanoplastiques afin d'évaluer
leur immunotoxicité. Comme mentionné précédemment, le réglement REACH
impose aux industriels d'évaluer I'immunotoxicité des NP. Ainsi, nous pouvons
imaginer que |'outil développé au cours de ce travail soit proposé afin de répondre
aux exigences de ce réglement.

Ces travaux ont mené a la publication de deux articles (Annexe et Article n°1)

respectivement dans les journaux Nanomaterials (2020) et Toxicological Sciences

(2021).

Nous avons ensuite proposé un mécanisme d'action de la toxicité des SAS-NP dans
les DC. Les perspectives de ces travaux de recherche seraient d'approfondir le
mécanisme par lequel les SAS-NP seraient reconnues en tant que signal de danger
par les DC. Nous avons, en effet, montré que les SAS-NP induisaient la formation de
rafts lipidiques. Il nous semble intéressant a présent de mieux comprendre quels sont
les mécanismes déclenchant la formation de ces rafts lipidiques. Pour cela, il est
nécessaire d'améliorer la compréhension du réle de la chimie de surface dans les
interactions membranaires. Nous envisageons de comparer les effets de SAS-NP
obtenues par différentes voies de synthéses mais aussi de SAS-NP dont la chimie de
surface est modifiée. Comme le suggérent Sun et al., nous pourrons évaluer |'effet de
la calcination, ou du dopage des SAS-NP étudiées afin de comprendre I'importance

des groupements de surface, notamment des silanols, sur I'effet signal de danger
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observé dans ce travail (Sun et al. 2015). Une caractérisation des NFS est en cours
pour compléter notre approche.

Nous avons également montré que l|'activation de la voie de la MAPK JNK lors de
I'interaction avec les SAS-NP est dépendante de la protéine SYK, ce qui n’est pas le
cas de la MAPK p38. Sur la base de nos observations, nous postulons que le
mécanisme d’activation des DC en réponse aux SAS-NP est indépendant de
récepteurs. Cependant, nous ne pouvons pas exclure que I'effet des SAS-NP sur les
DC soit multifactoriel. Nous envisageons alors d'évaluer le réle des MAPK activées
dans notre études dans |'activation fonctionnelle des DC.

Nos résultats portent sur des SAS-NP obtenues par pyrolyse a flamme autrement
appelées pyrogénées. Une autre perspective de notre travail de recherche est
d'évaluer les effets immunotoxiques des SAS-NP précipitées, du fait de leur large
utilisation dans |'agro-alimentaire et de leurs propriétés de surface différentes des
SAS-NP pyrogénées, afin de comprendre le réle de la chimie de surface et ainsi
contribuer a développer des SAS-NP plus sires par une approche safer-by-design.
Nous pourrions identifier les motifs présents a la surface des SAS-NP responsables de
leur toxicité. Ainsi, il serait possible de contréler les voies de synthése des SAS-NP

afin de limiter la présence de ces motifs a leur surface.

La seconde partie de ce projet a consisté en |"évaluation de I'immunisation contre un
pneumallergéne, |'allergene majeur du pollen de bouleau, Bet v 1a. Nos travaux ont
permis de mettre en évidence, au moyen d’un systéme de co-culture autologue, que
les SAS-NP induisent une augmentation du répertoire de lymphocytes T CD4+ naifs
spécifiques de Bet v 1a. De plus, nous avons montré que les SAS-NP permettent une
meilleure internalisation de Bet v 1a par les DC, jouant alors le réle de cheval de Troie.
Ceci serait lié a une interaction entre les SAS-NP et |'allergéne.

Les perspectives de cette partie du travail de recherche sont d'identifier les épitopes

présentés par les DC en présence et en absence de SAS-NP afin de comprendre si la
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co-exposition avec les SAS-NP augmente le nombre ou modifie la nature des
épitopes présentés par les DC. Pour cela, nous envisageons d'effectuer un peptide
mapping qui nous informera sur la nature et la quantité de peptides présentés par les
DC aux LT. Cette méthode comprend une étape de digestion enzymatique suivie
d'une séparation des peptides résultants et d'une analyse par détection UV ou
spectrométrie de masse. Ceci sera utilisé pour examiner la structure primaire des
peptides présentés par les DC aux LT.

Nous pourrions également évaluer le processing ou |'apprétement de I'allergéne dans
les DC en présence des SAS-NP. La présence de ces dernieres pourrait modifier les
voies de dégradation de Bet v 1a une fois internalisé et ainsi étre responsable de la
modification du répertoire observée. Une autre perspective de ce travail est d’évaluer
la nature des interactions entre les SAS-NP et Bet v 1a afin de comprendre par quels
mécanismes |'allergene se fixe aux SAS-NP et est internalisé. Nous envisageons pour
cela d'avoir recours dans un premier temps a la modélisation moléculaire afin
d’évaluer si les interactions entre les SAS-NP et Bet v 1a pourraient, par exemple,
modifier la conformation de Bet v 1a.

Enfin, les SAS-NP étant largement présentes dans les produits agro-alimentaires en
tant qu’additif alimentaire (E551), nous envisageons également d'évaluer leur role
dans l'immunisation contre un allergéne alimentaire tel que les allergenes d'arachides

(Arah 1, Arah 2, Ara h 3 et Ara h 6).

A l'issue de ce travail, nous proposons un outil robuste d'évaluation de
I'immunotoxicité des SAS-NP. Une meilleure compréhension mécanistique de |'effet
des SAS-NP sur les DC devrait contribuer a la conception de nanoparticules plus
sres. D'autre part nous mettons en évidence que les SAS-NP jouent un réle dans
I'immunisation contre |'allergéne Bet v 1a, possiblement par leur effet « Cheval de

Troie ».
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Abstract: As the nanotechnology market expands and the prevalence of allergic diseases keeps
increasing, the knowledge gap on the capacity of nanomaterials to cause or exacerbate allergic
outcomes needs more than ever to be filled. Engineered nanoparticles (NP) could have an adjuvant
effect on the immune system as previously demonstrated for particulate air pollution. This effect
would be the consequence of the recognition of NP as immune danger signals by dendritic cells
(DCs). The aim of this work was to set up an in vitro method to functionally assess this effect using
amorphous silica NP as a prototype. Most studies in this field are restricted to the evaluation of DCs
maturation, generally of murine origin, through a limited phenotypic analysis. As it is essential to
also consider the functional consequences of NP-induced DC altered phenotype on T-cells biology,
we developed an allogeneic co-culture model of human monocyte-derived DCs (MoDCs) and CD4+
T-cells. We demonstrated that DC: T-cell ratios were a critical parameter to correctly measure the
influence of NP danger signals through allogeneic co-culture. Moreover, to better visualize the effect
of NP while minimizing the basal proliferation inherent to the model, we recommend testing three
different ratios, preferably after five days of co-culture.

Keywords: amorphous silica nanoparticles; monocyte-derived dendritic cells; MoDCs; maturation;
danger signal; DC:T-cell co-culture; in vitro models and methods; nanotoxicology

1. Introduction

With the widespread production and use of nanomaterials, the growing exposure of workers
but also of consumers in everyday life raises concerns about potential health risks [1], strengthening
the need for relevant methods to evaluate their immunosafety [2]. Assessing how engineered
nanoparticles (NP) could interact with the immune system [3,4] and more specifically could promote
the development of allergic diseases or exacerbate the severity of established allergic conditions is still
a matter of concern. Experimental in vitro models must be developed to address and to monitor these
effects [5]. The challenge is to select the most relevant cells and endpoints using a simple, robust and
representative model.

Most of the work regarding NP-induced immunomodulation has been focused on the activation
of key immune cells [6-8]. Innate immune cells such as macrophages and dendritic cells (DCs) are

Nanomaterials 2020, 10, 425; doi:10.3390/nan010030425 www.mdpi.com/journal/nanomaterials



Nanomaterials 2020, 10, 425 20f13

predominantly exposed to nanomaterials due to their phagocytic properties and to their relative
abundance at the entry sites such as skin, airways or the gastrointestinal tract [9]. Indeed, DCs
patrolling the blood or residing in peripheral tissues actively capture NP [10].

Two main differentiation stages are currently described for DCs, namely “immature” and
“mature” [11]. As sentinel cells of the innate immune system, immature DCs encounter and internalize
invading pathogens, but are also tissue scavengers, capturing apoptotic or necrotic cells. Their
functional maturation is a process, initiated by signals from the microenvironment and characterized by
the acquisition of fundamental properties: antigen processing and presentation, migration and ability
to activate antigen-specific naive T-cells in secondary lymphoid organs. Indeed, upon maturation, DCs
increase the expression of major histocompatibility complex-II (MHC-II) and co-stimulatory molecules,
express higher levels of chemokine receptors and secrete cytokines, working in concert to stimulate
specific immune responses. DCs maturation can be triggered by the recognition of pathogen-associated
molecular patterns (PAMP) or endogenous “danger” signals called damage-associated molecular
patterns (DAMP) through a battery of pattern-recognition receptors (PRRs) expressed both outside and
inside of the cells [12]. The “danger theory” was proposed by Polly Matzinger twenty-five years ago [13]
to explain how the immune system could inappropriately “see” innocuous antigens such as allergens
or food antigens as dangerous, even though they are not. The “danger signals” would act on DCs,
in aseptic conditions, in a similar manner to the microbial molecular patterns. Therefore, the question
to be addressed is whether engineered NP could act as danger signals, as previously suggested for
ultrafine or diesel exhaust particles [14] and could be considered as NAMPs (nanoparticle-associated
molecular patterns) [15-17].

As terminally differentiated post-mitotic cells, primary DCs isolated from blood are available
in limited amounts. Because no stable cell line fully recapitulates the immunological features of
primary DCs [18], studies on NP interactions with DCs use either murine bone marrow-derived DCs
(BMDCs) [6,19,20] or more rarely human blood monocyte-derived DCs (MoDCs) [21-23], which can
both be differentiated in vitro in a DC-like phenotype [24]. Extrapolation from animal to human remains
challenging due to poor species overlap notably concerning toll-like receptors (TLR) expression [25].
The aim of this work was to set up a method to assess the adjuvant or “danger like” effect of NP on
human DCs.

We selected amorphous silica nanoparticles (aSNP) which have been poorly studied despite a large
exposure of the population through drugs, food [26] or cosmetic products. In vitro studies showed
that airway exposure to aSNP could enhance allergen sensitization, suggesting an adjuvant potential
for these NP [27,28]. So far, most of the in vitro studies dedicated to aSNP remained limited to the
phenotype analysis of DCs [6,23,29,30]. We showed that aSNP (12.5 pg-mL_1 and 25 pg-mL_l) increased
the expression of CD83, CD86 and CXCR4 markers on human DCs in a concentration-dependent manner,
suggesting that these aSNP significantly affected MoDCs maturation (Feray et al, in preparation).
It is essential to consider the global adjuvant effect on the two first steps of the immune response,
namely DCs activation leading to T-cell proliferation. Thus, we propose to complete these studies by
developing an allogeneic co-culture model of human MoDCs and CD4+ T-cells.

This work describes the process to be followed in order to develop an in vitro model properly
assessing the potential adjuvant effect of NP. We showed that the DC:T-cell ratios and the duration of
the co-culture are critical parameters to correctly measure the influence of danger signals induced by
NP in an allogeneic co-culture. To better visualize the effect of NP while keeping the basal proliferation
inherent to the model as low as possible, we suggest testing at least three different ratios, preferably
after five days of co-culture. We also recommend a careful selection of test concentrations based on
realistic exposures and limiting cytotoxicity to maintain MoDCs function.
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2. Materials and Methods

2.1. Reagents and Materials

According to the manufacturer, the specific surface of the fumed silica NP (55505, Sigma-Aldrich,
Saint-Louis, MO, USA), determined by BET (Brunauer-Emmett-Teller), is 196 m?. g_1 (batch SLBR6988V).
The NP suspension was prepared from fumed silica dry powder dispersed in filtered ultrapure water
at a final concentration of 50 mg-mL~!. The suspension was then left for 8 h in a water bath at
80 °C to remove contaminations. Before each experiment, an intermediate dilution at a concentration
of 500 pg-mL~! was prepared in Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI) 1640 medium
(supplemented with Glutamax, 1 mM sodium pyruvate, 0.1 ng'mL~! streptomycin and 100 U-mL™!
penicillin). The suspension was sonicated for 15 min prior to MoDCs treatment.

2.2. Characterization of aSNP

The hydrodynamic diameter of particles was determined at 25°C by Dynamic Light Scattering
using a Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern Instruments, Malvern, UK) operating at a fixed scattering angle
at 90° and equipped with a Helium-Neon laser source with a wavelength of 633 nm. Measurements
were performed in disposable 4 mL cuvettes with a 1 cm optical pathway and four optical faces
(Sarstedt, Niimbrecht, Germany) containing an appropriate volume (1 mL) of the sample, prepared as
described above, after dilution to 5 mg-mL~! in the desired medium. The hydrodynamic diameter
values were calculated using the Stokes-Einstein equation assuming a spherical shape of the particles.
The particle size profile was obtained from the intensity-weighted distribution and the hydrodynamic
diameter value corresponds to the median diameter derived from the cumulative distribution curve.
The C-potential measurements were carried out with the same instrument at 25 °C by laser doppler
velocimetry at a detection angle of 17° in DTS 1060 disposable cells (Malvern Instruments, Malvern,
UK). Due to the ionic strength of the samples leading to high conductivity, measurements were
performed using the monomodal mode and the Smoluchowski approximation was used to convert the
electrophoretic mobility to (-potential. Values are given as mean values of ten measurements.

For transmission electron microscopy experiments, 2 uL of 1 mg-mL~! aqueous suspension of NP
was deposited onto a formvar/carbon coated copper grid and observed using a JEOL 1400 transmission
electron microscopy (TEM) instrument (JEOL Ltd, Tokyo, Japan) operating at 120 kV. Analysis of
recorded images was performed using the Image]J software (1.52 version, National Institute for Health,
Bethesda, MD, USA).

2.3. Endotoxin Detection

Possible endotoxin contamination (endotoxins > 0.05 EU-mL~!) was analyzed with the limulus
amebocyte lysate (LAL) assay (GenScript, Piscataway, NJ, USA).

2.4. Generation of Primary Cultures of Human Dendritic Cells

Human DCs were derived from monocytes isolated from human peripheral blood supplied by
the French Blood Bank (EFS, Rungis, France). Healthy donors gave their written consent for the use
of blood donation for research purposes. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were sorted
from buffy coats by density centrifugation on a Ficoll gradient. Monocytes were then isolated through
positive magnetic selection using MidiMacs separation columns and anti-CD14+ antibodies coated on
magnetic beads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Finally, CD14 cells were differentiated
in immature MoDCs for 4 days in RPMI 1640 supplemented with GlutaMAX (Gibco, Invitrogen, Saint
Aubin, France), 10 % heat-inactivated fetal calf serum (FCS, Gibco, Invitrogen, Saint Aubin, France),
550 U-mL~! granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (rh-GM-CSF, Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany), 550 U-mL~! interleukin-4 (rh-1L4, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany),
1 mM sodium pyruvate (Gibco, Invitrogen, Saint Aubin, France), 100 pg-mL~! streptomycin and
100 U-mL™! penicillin (Gibco, Invitrogen, Saint Aubin, France).
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2.5. Phenotypic Analysis

After 16 h of exposure to either 0, 12.5 or 25 ug-mL~! aSNP, MoDCs were collected, washed
with phosphate-buffered salin (PBS, Gibco, Invitrogen, Saint Aubin, France) and incubated for 20 min
at 4 °C with APC-conjugated HLA-DR monoclonal antibody (mAbs) or with appropriate isotype
control antibody (IgG1-APC) (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France). After incubation, MoDCs
were washed with PBS and then analyzed on a FACS Attune NxT® acoustic focusing cytometer
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Results were expressed as the relative fluorescence
intensities (RFI) using the corrected mean fluorescence intensity (cMFI) as follows:

CMFI = MFI = MFlegutrol isotype @)

cMF Itreated cells

RFI =
cMF Iuntreated cells

)

2.6. Co-Culture of MoDCs and CD4+ T-Cells

CD4+ T cells were isolated from PBMC by positive selection using midi-MACS separation columns
and anti-CD4 antibodies coated on magnetic beads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)
(Figure 1). These T-cells were confirmed to have a purity greater than 95%, based on CD4 expression
evaluated by flow cytometry (561841, RPA-T4, BD Biosciences, Le Pont de Claix, France). CD4+ T
lymphocytes were labeled with 0,5 mM carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) (Invitrogen,
Saint Aubin, France), following the manufacturer’s instructions. MoDCs were stimulated by 0 or
12.5 ug'mL~! of aSNP for 16 h and then washed and co-cultured with allogeneic CD4+ T-cells at
different DC:T-cell ratios for 5 or 6 days, in RPMI 1640 Glutamax supplemented with 10% FCS in
round-bottom 96 well plates (Cellstar, Greiner bio-one, Courtaboeuf, France) (Figure 1). The number of
T-cells (10° T-cells/well) remained unchanged while the number of DCs evolved for each ratio tested:
1:5 (1 DCs for 5 T-cells i.e., 20 000 MoDCs/well), 1:10 (10 000 MoDCs/well), 1:20 (5000 MoDCs/well),
1:50 (2000 MoDC/well) and 1:100 (1000 MoDC/well). Analysis of T-cell proliferation was assessed
by flow cytometry, on a FACS Attune NxT®acoustic focusing cytometer (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA).
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Figure 1. Allogeneic model of DCs and CD4 + T-cells co-culture with the different ratios tested. Cells
are incubated in presence or absence of 12.5 ug~mL_1 of aSNP for 16 h. Treated MoDCs are co-cultured
with allogeneic CD4+ T-cells labeled with CFSE at a ratio of 1:20 (1 MoDC for 20 CD4+ T-cells), 1:50
and 1:100). Proliferation is quantified after 5 or 6 days of co-culture as the percentage of CFSE!O™
CD4+ T-cells.
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3. Results and Discussion

3.1. Characterization of Amorphous Silica Nanoparticles

We used commercial amorphous silica NP supplied by Sigma—Aldrich (55505). This fumed silica
nanopowder is presented by the manufacturer as having an average primary particle size of 14 nm
and a surface area of 200 + 25 m?-g~!. A precise characterization of the size, spherical shape and
homogeneity of the fumed silica in water was carried out by transmission electron microscopy (TEM).
The particles form branched, three-dimensional chain-like aggregates of variable lengths (Figure 2).
The main characteristics of aSNP used in this study are summarized in Table 1.

Figure 2. Typical TEM images of unstained fumed silica nanoparticles suspended in water. Aqueous
suspension of nanoparticles was deposited onto a formvar/carbon coated copper grid and observed

using a JEOL 1400 TEM instrument operating at 120 kV. Analysis of recorded images was performed
using Image] 1.52 software.

Table 1. Characteristics of aSNP.

Reference Specific Nominal Primary Primary Particle DLS C-Potential
Surface Area ! Particle Diameter ! Diameter 2 Distribution 3 Value 3
55505, Sigma-Aldrich P 201 £ 22 nm _
(batch SLBR6988V) 196 m*-g 14 nm 144 +43nm 90403 pm 265 2.1 mV

! Data provided by the supplier, 2 Analyzed by TEM, % in RPMI 1640

Endotoxin levels were systematically measured for each particle preparation with the limulus
amebocyte lysate (LAL) assay to ensure that the effects measured were not attributable to this
contaminant [31]. All the batches tested (n = 8) showed values below the threshold of positivity
(0.05 EU-mL™1).

3.2. Assessing the Effects of Amorphous Silica Nanoparticules on the Expression of Major Histocompatibility
Complex Class 11 and co-stimulatory Molecules in Human Dendritic Cells

We conducted this study using human DCs, which represent the most efficient antigen presenting
cells in capturing, processing and presenting antigens for lymphocyte activation. To avoid interspecies
variability, we chose human MoDCs, which can be differentiated in vitro in a DC-like phenotype in the
presence of granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) and IL-4 [24]. The GM-CSF
in vitro cultured DCs is the most common and recognized DCs type used in studies of human DCs
biology. These cells show similarities in physiology, morphology, and function to conventional
myeloid DCs.

Immature DCs (iDCs) display a phenotype characterized by low surface expression of MHC-II
molecules and co-stimulatory molecules such as CD80, CD86 and CD40 [32]. When detecting molecular
patterns identified as danger signals, DCs undergo a program of maturation resulting in morphological
and phenotypical changes. If in vitro immature DCs exhibit a round shape and a smooth membrane,
mature DCs gain a rough surface with multiple dendrites and pseudopodia [33], as shown in Figure S1
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in presence of aSNP. Moreover, scattering of light can be used to measure volume (by forward scatter)
and morphological complexity (by side scatter) of cells by flow cytometry. These parameters are
conventionally abbreviated as FSC and SSC respectively. Representative FSC and SSC density plots
are presented on Figure S1b and illustrate a slight increase in SSC in presence of aSNP or with LPS,
consistent with MoDCs activation. MHC-II and co-stimulatory molecules are upregulated at the cell
surface. New interleukin and chemokine receptors are also expressed allowing T-cell stimulation and
improving their ability to migrate to secondary lymphoid tissues [11].

Our goal was first to define the appropriate readouts and settings to evaluate MoDCs maturation.
In a preliminary work, we selected the incubation time and concentrations to be tested based on
cytotoxicity assays. Considering that NP could have the potential to alter immune cell responses at
concentrations far below those inducing cytotoxicity, and that functional assays need to be conducted
on viable cells, we defined a threshold of 30% cytotoxicity not to be exceeded. Given the cytotoxicity of
aSNP and the short moDCs lifespan in vitro, incubation times longer than 24 h wouldn’t be achievable.
Indeed, following their activation, DCs are known to progress toward apoptotic cell death. Typical
incubation times to assess DCs phenotype range from overnight (approximately 16 h) to 24 h [6,29]. We
chose a 16-h incubation time which allowed to evidence a significant effect of NP on DCs phenotype
while complying with the 30% cytotoxicity threshold limit, in order to maintain their ability to activate
an effective immune response.

According to the literature, the expression of co-stimulatory molecules such as CD40, CD80 and
CD86 is frequently used as a marker of successful MoDCs maturation [7,20-23]. These markers have
also emerged as the most relevant in our experiences. CD83 is recognized as a surface marker that
distinguishes immature and mature human DCs populations and is considered as one of the best
markers for identifying mature dendritic cells [34]. HLA-DR can also be used as an indicator of
the iDC maturation process. Interestingly, the expression of the results as a percentage of positive
cells (Figure 3a) may not allow to evidence the increase in HLA-DR expression, as also observed
by Vallhov et al [21]. A high expression of MHC-II molecules is inherent to the MoDCs model [11].
Hence, it appears necessary to present the results as RFIs instead of the percentage of positive cells
(Figure 3b). Indeed, RFIs allowed us to show that aSNP induced a significant increase in MHC-II
molecules expression at 25 ug-mL~! (Figure 3b).
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Figure 3. Nanoparticles induced HLA-DR expression. Cells were incubated in the presence or absence
of LPS as a positive control, or 12.5 and 25 pLg-mL_1 of aSNP for 16 h. Cells were then collected, washed
and the surface expression of HLA-DR was assessed by FACS analysis. Untreated DCs were used
as negative control. Results are expressed as percentage of positive cells (a) or relative fluorescence
intensities (b) and represented the mean + SEM of three independent experiments. Tukey’s honest
significance test was employed in conjunction with One-Way ANOVA **: p < 0.01.

We established, using the panel presented above, that aSNP (12.5 pg-mL~! and 25 pg-mL™!)
dose-dependently increased the expression of CD83, CD86 and CXCR4 markers on human MoDCs
(Feray et al., in preparation), suggesting that cells could be in a relatively mature state after the
incubation with NP.
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3.3. Assessing the Effect of Dendritic Cells Treated with Amorphous Silica Nanoparticules on Allogeneic
T-Cell Proliferation

3.3.1. Influence of DC:T-Cell Ratios on T-Cell Proliferation

Due to their phenotypic modifications, mature MoDCs can become immunogenic and promote
the proliferation of CD4+ T-cells. To evaluate the impact of MoDCs maturation on the lymphocyte
response, we developed a human mixed lymphocyte reaction (MLR) assay consisting in co-culturing
CD4+ T-cells with allogeneic MoDCs. The MLR provides a simple and efficient in vitro model in
the area of cellular immunology for the study of T-cell activation and proliferation. Specifically, we
tested several DC:T-cell ratios in order to optimize the sensitivity of the method. Indeed, although
co-stimulatory molecules and cytokines are known to be a prerequisite for productive DC-T-cell
interactions, the ratio of stimulating DCs and responding T-cells is also known to influence T-cell
responses in vitro [35].

To avoid excessive cytotoxicity, MoDCs were stimulated or not with the lowest concentration
of aSNP (12.5 ug.mL_l) for 16 h and then washed and co-cultured with allogeneic CD4+ T-cells
labeled with carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) at various DC:T-cell ratios. Proliferation
was assessed after six days of co-culture as the percentage of CFSE!®" CD4+ T-cells (Figure 4). We first
evaluated the influence of the following DC:T-cell ratios: 1:5 (corresponding to 1 MoDC per 5 T-cells),
1:10 (1 MoDC per 10 T-cells) and 1:20 (1 MoDC per 20 T-cells) (Figure 4).

DC:T-cell ratios 1:5 1:10
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Figure 4. Lymphocyte proliferation reached a plateau at high ratios after 6 days of co-culture. Cells
were incubated in the presence or absence of 12.5 pg-mL’1 of aSNP for 16 h. Treated MoDCs were
co-cultured with allogeneic CD4+ T-cells labeled with CFSE at the ratios of 1:5 (1 MoDC per 5 CD4+
T-cells), 1:10 and 1:20). Proliferation was quantified after 6 days of co-culture as the percentage of
CFSE!®" CD4+ T-cells. Untreated DCs were used as negative control. Results are shown as percentage
of lymphocyte proliferation using FACS histogram (a) or curve (b) for a representative experiment.
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Allogeneic MoDCs induced basal T-cell proliferation ranging from 61.1% to 64.1% at the highest
ratio of 1:5 (Figure 4a). In presence of aSNP, the T-lymphocyte proliferation slightly increased, reaching
a maximal value around 77%, regardless of the ratio tested (Figure 4). We could clearly visualize
(Figure 4b) that at the high ratios of 1:5 and 1:10, T-cell proliferation reached a plateau. These results
suggest that, considering the nature of the DCs stimulation, a high stimulator/responder ratio leads to
a saturation in T-cell proliferation masking the NP effect, as also observed with carbon black NP [19].
In the following experiments, we decided to decrease DC:T-cell ratios, to reduce T-cell proliferation
below this saturation threshold and increase the sensitivity of the method.

To tackle this issue, we kept the 1:20 ratio that emerged as the most appropriate in the previous
experience and added the 1:50 (1 MoDC per 50 T-cells) and 1:100 (1 MoDC per 100 T-cells) ratios
(Figure 5). First, we observed that reducing the DC:T-cell ratios from 1:20 to 1:100 decreased the basal
proliferation from 74.4% to 44.9% (Figure 5a). With the latter value being far below the saturation
threshold, the effect of NP on T-cell proliferation was better assessed. Indeed, at the ratio of 1:20
the NP-induced proliferation increase was about 7.9% whereas it reached 19.2% for the 1:100 ratio
(Figure 5a). With this latter ratio, the sensitivity noticeably increased (Figure 5b).

(a) DC:T-cell ratios 1:20 1:50 1:100
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Figure 5. Low ratios allowed a better visualization of the increase in lymphocyte proliferation after
6 days of co-culture. Cells were incubated in the presence or absence of 12.5 pg-mL~! of aSNP for 16 h.
Treated MoDCs were co-cultured with allogeneic CD4+ T-cells labeled with CFSE at a ratio of 1:20
(1 moDC for 20 CD4+ T-cells), 1:50 and 1 :100). Proliferation was quantified after 6 days of co-culture
as the percentage of CFSEY CD4+ T-cells. Untreated DCs were used as negative control. Results
are shown as percentage of lymphocytes proliferation using FACS histogram (a) or curve (b) for a
representative experiment.
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Altogether, these results underline the importance of systematically testing at least three ratios for
each experiment. These observations also demonstrate the interest of low ratios. There are only few
studies using the co-culture of T-cells and DCs to assess the functional DCs maturation in presence of
NP, concerning carbon black [19] and CeO,/TiO, [23] NP. Koike et al. [19] demonstrated that murine
BM-DC treated with carbon black NP could enhance T-cell proliferation in a MLR-test. The authors
used two ratios: 1.25% (2.5 x 103 DC for 2 x 10° T cells) and 2.5% (5 x 103 DC for 2 x 10° T cells) which
reached a saturation threshold, especially for 56 nm carbon black NP [19]. A third ratio, for example
5%, would have probably increased the sensitivity of the method. Schanen et al. [23] used human DCs
and naive T-cells with a single optimized ratio of 1:400. They observed that TiO, NP had a modest
immunostimulatory effect on T-cells, leading them to the co-administration of the mitogens PHA
and PMA, to increase the proliferative response. This low response to the NP alone, which could be
attributed to the use of naive T-cell, would have warranted, as suggested above, to test more ratios
including a higher relative amount of stimulator cells.

3.3.2. Influence of the co-Culture Duration on T-Cell Proliferation and Assessment of
Nanoparticles Effects

Although the interaction between DCs and T-cells under physiological conditions is unlikely
to be as static and long lasting as in cell culture plates, the in-depth review of the literature led
us to test 2 different co-culture durations which are commonly used to study T cell activation by
the mixed-leukocyte-reaction [22,23,36]. As suggested above, reducing the basal T-cell proliferation
improved the sensitivity of the model. To further decrease this proliferation, we decided to reduce
the co-culture duration from six to five days (Figure 6). We retained the three ratios selected above
which proved to be effective in detecting NP-induced T-cell proliferation (1:100, 1:50 and 1:20).
Interestingly, in comparison to what was observed at day 6 (D6), allogeneic MoDCs induced a lower
basal proliferation at day 5 (D5), ranging from 16.1 to 43.7% (Figure 6a). The ratio 1:100 allowed to
substantially reduce the proliferation to 16.1% after five days of co-culture compared to 44.9% after six
days. Consequently, T-cells showed a strong proliferative response when MoDCs were stimulated with
aSNP (Figures 6a and 5b). If the NP-induced proliferation increase was already observable after 6 days
of co-culture (Figure 5), it seemed clearly more pronounced after five days (Figure 6b), reaching a value
of about 30% for both ratios 1:50 and 1:100. The five days co-culture setting allowed to significantly
increase the sensitivity for detecting NP effects using this co-culture model.

To better visualize the effect of NP in our experiments, we calculated the differences between
proliferations obtained with unloaded DCs and with aSNP-loaded DCs, after five (D5) or six days
(D6) of co-culture. The results obtained in three independent experiments are shown in Figure 7. We
observed that the differences in proliferation were evidenced in both culture conditions, albeit at a
higher level at D5 than at D6, confirming the results showed previously in a representative experiment
(Figure 6). This way of representing the results is particularly illustrative of the improvement brought
by the reduction in co-culture time. Moreover, these results emphasize once again the importance of
considering a range of ratios. To conclude, we recommend selecting the five-days co-culture conditions,
and to test at least three different ratios to assess the adjuvant effect of NP.

The present study demonstrates that the MLR-induced T-cell proliferation assay is suitable for the
evaluation of the immunomodulatory potential of NP. Nevertheless, the main drawback when using
ex vivo differentiated human primary DCs is the donor-to-donor variability [8]. The heterogeneity of
haplotypes between DCs and T-cells donors may lead to elevated basal proliferation that can even
mask the adjuvant effect of NP. Moreover, in addition to unavoidable variations in cell yield, we
clearly observed a donor-dependent fluctuation in MoDCs activation, depending on the donor’s health,
quality of life and even seasons. For all these reasons, it was essential to optimize the experimental
conditions to minimize this variability, particularly by reducing the co-culture time and the DC:T-cell
ratios. It appears also essential to carry out the experiments on at least three to five different donors.
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Figure 6. aSNP induced an increase in lymphocyte proliferation after 5 days of co-culture. Cells were
incubated in the presence or absence of 12.5 ug-mL_1 of aSNP for 16 h. Treated MoDCs were co-cultured
with allogeneic CD4+ T-cells labeled with CFSE at ratios of 1:20 (1 moDC for 20 CD4+ T-cells), 1:50
and 1:100). Proliferation was quantified after 5 days of co-culture as the percentage of CFSE" CD4+
T-cells. Untreated DCs were used as negative control. Results are shown as percentage of lymphocyte
proliferation using FACS histogram (a) or curve (b) for a representative experiment.
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Figure 7. The 5-days incubation period is optimal to highlight lymphocyte proliferation augmentation
induced by aSNP. Cells were incubated in the presence or absence of 12.5 ug-mL~! of aSNP for 16 h.
Treated MoDCs were co-cultured with allogeneic CD4+ T-cells labeled with CFSE at ratios of 1:20
(1 moDC for 20 CD4+ T-cells), 1 :50 and 1 :100). Proliferation was quantified after 5 or 6 days of
co-culture as the percentage of CFSE!®" CD4+ T-cells. Untreated DCs were used as negative control.
Results are showed as the A (aSNP loaded DC-unloaded DCs), corresponding to the proliferation of
NP-treated DCs-proliferation of untreated DCs, and represent the mean + SEM of three independent
experiments. Tukey’s honest significance test was employed in conjunction with Two-way ANOVA *:
statistically significant compared to 1:20 ratio with p < 0.05, **** : p < 0.0001.
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4. Conclusions

Our human allogeneic model of co-culture allows to show the pro-adjuvant effect of aSNP at
the two first steps of the immune response: DCs activation and T-cell proliferation. These findings
highlight the importance of assessing NP effects on immune cell function beyond the standard
endpoints such as oxidative stress or cytotoxicity. As a result, it seems essential to complete the
phenotypic characterization of DCs maturation by a functional test exploring their ability to promote
the proliferation of CD4+ T-cells. We propose a five-days co-culture including a wide range of
ratios, from 1:5 to 1:100, in order to minimize basal proliferation values and to avoid the proliferation
saturation that would prevent the effect of NP from being detected.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2079-4991/10/3/425/
s1, Figure S1. Morphological and dimensional modifications of dendritic cells in presence of amorphous
silica nanoparticles.
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