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Il vaut mieux savoir tout chercher que cherchena savoir.
[P. Mendelson]
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I. Nanoparticules et n anotechnologies

.1 Le nanomonde

Une échelle de taille du vive permet de montrer que domaine du visible pour I’homn
s’arréte en dessous du millimé (Figure 1). Or c’est en dessous de ce niveau que les réac
physiques et biologiques preint tout leur sensLa microscopie permet des les anneées !
d’expliquer le comportement de la matiére par szcgire a I'échelle microscopique. C’est ens
vers 1931, soit pres de tragecles apresqu’est inventé le microscope électronicqui permet
aujourd’hui grace a son pouvoir de résolutien transmissiord’observer des objets de tai
d’environ 0,1 nm.ll est de plus trés intéressant de constater siie éehelle que l'ordre ¢
grandeur des nanoparticules correspond a la tadgenne deprotéines mais aussi a la taille d’
virus.
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microscopie phetonique

@il nu

E

um
100 pmn

10m

inm

o
aaaal ALl aasil

= 100 nm
1 ym

L 0.1 nrn
= 1mm
1ecm

l

ol e — O AL
bactenes cellukes aul de - e ———— @
a oles " 2\ collules V= .
A fucaryoles grenculla AR ellyies Lo\
] ( ) nereuses, T

D &L 2=0
. poule \,I‘

J

atornes
lipices
protemes

pestes r'r‘o.',].n:i

Atomes Molécules Protéines Virus Bactéries Cellules
243 e Ty,
N . I B M.~
; )."/. - { \.' '&1‘ S R .' b TN .%J/
7 #j - | . v
6— L%' wlv p—
W [N "M'

Lo vl vvoonl vl vl 1 v
1A 1nm 10 nm 100 nm 1pm 10 pm 100 pm

Figure 1: Echelle de taille du vivar (Adapté de svt.ac-dijon.fr &outayer, 200).

A l'échelle de mesurenanométriqu (10°m), les matériaux et les sémes révélent des
caractéristiques particulieres régissant les pétési ainsi que les phénoménes et proce
physiques, chimiques ou biologiques en ct¢ Tout changement d’échelle s’accompagne d
modification profonde des relations que les olgetretiennent entre eux. Ainsi les lois physiq
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qui régissent le « nanomondeoffrent de nouvelles possibilités. En effet, udeluction pa
exemple d’'un facteur dewe la taille d’'un objet, implique une réduction n'iacteurquatre de sa
surface et huitde son volume. A I'échelle nanométrique, les petgs de la matiére sont dc
modifiées, conduisant a de grandes différencetermes deension de surface pour les liqui ou
solutés et deropriétés thermodynamiqt, ce qui conduit a des comportents originaux en
catalyse chimique entre autregsLpropriétés de la nematiere ne peuvent étre déduites de ct
de la méme matiére a plus grande éct

A titre d’exemple, la taillamanométriqued’un objet va lui conféredes propriétés remarquab
commeune surface spécifique trimportante Figure 2). Considéronsine microparticule cubiqt
d’'un micrometre de co6té et ayant une surface dpgeéeifde ' umz2, si on estime que ce
microparticule est composée danoparticules de 1 nm de coté alors elle auraolume de 1°
nm® et une surface spécifique cumulée de toutes lespaaticules de 6.2 pm2. Donc & volum
égal, la surface spécifique des nanoparticules nafie fois plus grande que celle d'u
microparticule.

Microparticule Nanoparticules

y.r

Figure 2: Schéma représentant la relation entre taille etrface spécifiqu (Klein, 2017).

C’est aveccette propriété de surface spécifique trés imptetique les nar-objets vont
posséder de nombreuses propriéoriginales et spécifiques peant conduire a de larg
domaines d’applications.

Mais avant de parler denanotechnologi¢ », il est important de notgu'’il existe déja de faco
naturelledepuis des milliards d’années des particules eeaugtructures de taille nanométriq
Animaux et végeétaux ont ainsi développé, au fil kar évolution, des arrangeme
nanométriques de leur matiére qui leur conferepdepriétés parfois indispenses a leur survie.
Parmi les exemples les plus connus, la feuilleotiesipossede &k reliefs de taille nanométriq
lui procurant des propriétés hydrophobes et-nettoyantesou le gecko, un petit Iézard capa
de se déplacer sur les surfaces les lisses grace a ses pattes pourvdespoil: de 200 nm de
diamétreentre lesquels vont s’établir des forces de VarWaals Figure 3).
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Figure 3: Feuille de btus et patte de gec avec ledétail en microscopie électronique a balaye
(fausses couleurs) dmicropoils de 5 um de diamétre qui se ramifient pdarmer des nanopoils de 2(
nm de diametre (herpetterrario.forumpro.fr).

La nature est donc unmuissantesource d’inspiration etle découverte pour les cherche
voulant comprendre et tenter reproduireces propriétés exceptionne. Ceci correspond a la
notion de biomimétismd.a recherche s’intéresse de prés a ces mécanissuesi@velopper de
« nanotechnologies. Ce termeut utilisé pour la premiére fois en 1974 par Ndranigushi, puis
popularisé par K. Eric Drexler dans les années 18@8que clui-ci introduisit le terme ¢
« manufacture moléculaire Richard Feynmaifut le premier scientifique a avancer l'idée «
serait bientbt possible pour 'hnomme de transforimenatiere au niveau atomiq

L'organisation Internationale de Normalisation (ISO) définit en080les nanotechnologies
comme suit :« L’application de la connaissance scientifique pauanipuler et cotroler la
matiére a I'échelle nanométrique, afin d'utilisesl propriétés et les phénoménes dépendant
taille et de la structure, distincts de ceux asés@ux atomes individuels ou aux mules, ou aux
matériaux massifs..»ll s’agit donc d’explcter les propriétés spécifiques qu'a la mat
lorsqu’elle est structurée a I'échelle nanométr. Cela recouvre des domaines extrémer
vastes aveceas possibilités d'application pratiquement infi.

|.2 Classification et procédés de synthése des nano -objets

[.2.1 Classification des nano -objets

Ces nanmbjets peuvent ét classés selon leurs origines :

- Origine naturelle provenant principalement des phénoménes de rhimiéat de
condensation des gaz a vapeurs dans I'atmos ainsi que des cendres volcanic.

- Origine anthropogénique n-intentionnelle, également appeléccidentelle, issue des
procédés chauds tels que le soudage ou encorelaustion des moteu

- Origine anthropogéniq! intentionnelle ou industrielle ou eore nanomatériaux
manufacturés par I'hnomn
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Dans leTableau 1sont regroupées différentes sources de nanogdagticu

Naturelles Anthropogéniques
Non intentionnelles Intentionnelles

Conversions gaz/particules Combustion des moteurs Nanomatériaux
Feux de foréts Centrales électriques manufacturés: nanoparticules,
Lave de volcans Incinérateurs nanotubes, nanofilms
Virus Avions Métaux semi-conducteurs :
Magnétites biogéniques : Fumées de métaux (soudage, etcoxydes métalliques, carbone
bactéries, protozoaires, Fumées de polyméres
mollusques, arthropodes, Autres fumées
poissons, oiseaux, cerveau Surfaces chauffées
humain Fritures, grillades
Ferritine Moteurs électriques

Tableau 1 : Principales sources de nanoparticulés Oberdérster et al. 2005).

Le terme « nanoparticules » est utilisé pour desgoges dont au moins une des dimensions est
inférieure a 100 nm. Le rayon typique d'un atomenede 0,1 nm, une nanoparticule peut étre
composeée de quelques dizaines a plusieurs centdiatemes. Les nanoparticules sont classées en
fonction du nombre de leur dimension de taille maéwique Figure 4) :

- Dimensions 3(aucune dimension nanométrique) : matériaux teéslgs nanocomposites
(composites renforcés avec des nabfets comme par exemple des nanotubes), ou les
solides nanocristallins : solides macroscopiquestiiniés de nanocristaux.

- Dimension 2 (une dimension nanométrique) : matériaux avec dimension a I'échelle
nanomeétrique typique des films et des revétemeatsuilface. Les revétements ont été
utilisés pendant des décennies dans divers chaonpse I'électronique ou la chimie.

- Dimension 1 (deux dimensions nanométriques) : matériaux aveux ddimensions a
I'échelle nanométriqgue par exemple les nanofibles, nanotubes, les nanofilaments et
nanobatonnets (nanotube de carbone, nanofibre @er@notube de bore, etc.). lls ont
donc une de leurs trois dimensions supérieure anb®0 un diamétre de 1 a quelques
nanometres et une longueur de 500 nm a 10 pum.

- Dimension O (trois dimensions nanométriques) : nanoparticalesparticules ultrafines
(particules manufacturées ou issues de procédastimals).
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’”’"‘)Ou Q@? . {{AM o ')if-\"_’
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Nanoparticules Nanofils, Nanodépots Nanocristallins,
nanobaguettes, nanocomposites

nanotubes

Figure 4: Schéma représentant les différentes cmides de nanoparticules selon leur degré de
dimension nanométrique (Ibatesa 2007).
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Les nanoparticules peuvent donc avoir des formes tiverses (sphériques, fibreuses,
tubulaires, circulaires et planes) et nous verwgt&sieurement que les caractéristiques de la forme
constituent un parametre important lors des mesiedsactivité biologique.

Il existe déja plus de 1300 types de nanopartiomasufacturées répertoriés dans au moins 475
produits en Europe et dans plus d’'un millier sumiarché Américain. Ces nano-objets doivent,
pour présenter un intérét, faire preuve d’'une péd@rintéressante, pouvoir étre produits aisément
a I'échelle industrielle et savoir s’'intégrer damess produits existants. Parmi les plus connus,
citons les nanoparticules de silice et de noir @dane dans les pneumatiques, I'oxyde de titane
dans des cremes solaires et les nanotubes de eathos les raquettes de tennis. Ce nombre est de
plus certainement sous-évalué car I'étiquetagendas-éléments n’est pas obligatoire. En France,
les lois Grenelle 1 et 2 votées en 2009 et 2010opeét d’obliger les industriels a déclarer les
substances nanométriqgues qu’ils fabriquent, impbrtu mettent sur le marché a l'autorité
administrative et a en informer le public et leasmmmateurs.

Enfin un nanomatériau est défini comme un matécamposé de nano-objets, dont une des
dimensions au moins est comprise entre 1 et 100ehigli présente des propriétés spécifiques a
I'échelle nanométrique. Ce confinement de la mati@it apparaitre de nombreuses propriétés
physiques (optique, catalytique, mécanique, maguétithermique, de conductivité, etc.) que ne
possedent pas les objets de plus grande taillendlesmatériaux introduisent une nouvelle fagon
de concevoir les matériaux (de fonction ou de stineg¢, de les fabriquer et de les intégrer dans des
produits. Cette nouvelle approche repose sur l¢r@ende la structure des matériaux a I'échelle
nanomeétrique. Toutes les classes de matériauxpsbentiellement concernées et tous les secteurs
manufacturiers devraient bénéficier d’'innovatiohgl’avancées technologiques apportées par les
nanomateriaux.

Etant donné la complexité du « Nanomonde », laesdu travail est focalisée sur les
nanoparticules.

[.2.2 Synthése des nanoparticules

Les nanoparticules peuvent étre synthétisées sbffémentes approches mais essentiellement
par les méthodes ascendantes et descendalrigsre( 5). Par I'approche ascendante, les
nanoparticules sont construites atome par atomenolécule par molécule. Dans I'approche
descendante, une grande structure est graduellesoeistdimensionnée, jusqu’a atteindre des
dimensions nanométriques aprés application dec#ations mécaniques séveres, de chocs
violents et de fortes déformations. Les deux appsec tendent a converger en termes de
dimension des particules synthétisées. L'approsiceralante parait plus riche en ce sens qu'elle
permet la production d’'une plus grande diversigrahitectures et, souvent, un meilleur contréle
de I'état nanométrique (tailles et distribution mgrbmétrique relativement monodisperse,
positionnement des molécules, homogénéité des psddDe son codte, bien que capable de
productions plus volumineuses, l'approche descdedaend en général le controle de I'état
nanomeétrique plus délicat.
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L’Institut Britannique de Mrmalisation (BSI, 2005) inventorie pas moins de &fproche:
couramment utiliséepour la synthése dnanoparticulesC’est au cours de ces procéedeés
fabrication en grandes quantii que les travailleurs sonsusceptibles @étre exposés aux
nanoparticulesCes approches sont classées en trois grands tgpesctde :

- Procédés chimiqudgechniques s-gel par exemple).
- Procédés physiquépyrolyse au laser ou synthese au plasma par es.
- Procédés mécaniques (méc-synthése par exemple).

Approche « descendante » [f(;p—do\-'.-'raj]

Matériau massif

v
§ g Poudre

\
4

Nanoparticules

Agrégats/amas
- e
S
- g
L-l-‘"?'i_- Atomes
Approche « ascendante » (bottom-up)

Figure 5: Approches d’élaboration des nar-objets et des nanomatériauranufacturé: (INRS).

.3 Les domaines d’applications des nanoparticules

Plusieurssecteurs clés émerg concernant l'utilisation des nanoparticul@dd-SSAPS, 2011,
AFSSET, 2006, AFSSET, 2008)

Le premier est I'électroniqu@our lequelun exemple simple concerne lensistor (composant
de base de tout microprocesseur) qui mes 12 micrométreslans les années ‘alors que le
standard actuel est denviron 3zanometres. Dans ce domaine lesnomatériaux les plt
couramment utilisés sont &licium et le graphér. De plus, en diminuant la taille d’'un matéri
isolant, il est possible de le rendre conducteectéguement (effet tunnel). Des isolants pew
également devenir conducteurs par incorporation fahle pourcentage denanoparticules
conductrices. En empilant des couches alternéesatieriaux de natures différentes, et d’épais
nanométrique, il est possible d'obtenir des eff@rticuliers de magnétorésistance,
ferromagnétisme et de conductivélectronique.

Vient ensuite le domaine desatériau. de structure own des exemples les plus marqt
concerne l'ajout dine nanopoudre de dioxyde de titane ;) dans le bétc rendant celui-ci
autonettoyant. Il permet de jouer le réle de phatmlgseur rendant possible des réas
d’oxydoréductionDe plus, la structuration du matériau a I'éche@eamétrique permet d’obter
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des tailles de grains de l'ordre des tailles céritiques des défauts qui gouvernent certaines
propriétés. L’ensemble des propriétés mécaniquegetogiques est donc améliore. Par exemple,
les céramiques nano-structurées sont plus résstaet plus ductiles que les céramiques
traditionnelles. De nombreux travaux sont égalenmenés sur le renforcement des polymeres
avec des nanotubes ou des nanocharges argilelisest. possible dans ce cas d'obtenir des
propriétés mécaniques améliorées. Des nanochagyeglick sont introduites dans les peintures
pour augmenter la résistance a la rayure. Cesypegisont notamment utilisées dans I'industrie
automobile. Les charges nanométriques peuventrégateétre introduites dans des revétements
ou des huiles et des graisses pour des applicat®hgorification et de limitation de l'usure.

Concernant le domaine environnemental, I'arrivée danoparticules a permis I'amélioration
des batteries lithium-ion, avec notamment des namicples de phosphate de fer lithié pour
'autonomie des véhicules électriques. De plus, sddes panneaux photovoltaiques, des
nanocristaux de Ti@pourraient remplacer le silicium et augmenter kemdement.

La défense est un secteur moins médiatisé maiseulils nanotubes de carbone pour obtenir des
matériaux et dépots de surface plus résistantss [@ashomaine militaire de nombreuses recherches
visent aussi a améliorer le camouflage, la détect@agents chimiques et biologiques et la
production de systemes derveillance miniaturisés entre autres.

Enfin la médecine représente un domaine trés \@ast@gnocapsules et nanovecteurs offrent la
possibilité de cibler spécifiquement des cellules tssus (Hillaireau and Couvreur, 2009,
Horcajada et al., 2010) Pour le moment, l'utilisation des nanotechnolegians ce domaine reste
marginale et concerne presque exclusivement laécalogie. L'idée étant de permettre la
libération ciblée du principe actif dans une zooartge (tumeur par exemple) en évitant les zones
saines car souvent les molécules actives sontuegigour les tissus sains (ex : paclitaxel utilisé
en chimiothérapie). Ceci permettrait aussi de Bmies effets secondaires liés aux cures de
chimiothérapies avec un effet néfaste restreinrg@port aux cellules saines voisines. La capacité
gu’'ont les nanocapsules a transporter efficacedesnsubstances actives est aussi applicable en
terme de thérapie génique (les nanocapsules reamplant ainsi les virus qui sont utilisés en
thérapie génique) ou dans le domaine des adjuvantsnaux. Une autre application médicale des
nanoparticules est I'identification de cibles (twrs en imagerie pour mieux les éliminer de fagon
chirurgicale par le biais de 'amélioration deshigiques d’'imagerie notamment endoscopiques.
Etablir des diagnostics plus précoces et donc aneélia prise en charge des patients reste un
enjeu de taille. Enfin le dernier exemple concetaemédecine régeénérative (injection de
précurseurs de cellules souches par exemple) repléintation des cellules souches avec des
biomatériaux nano-structurés mimant I'environnemedéal nécessaire pour la prolifération de ces
cellules.

D’autres exemples pertinents de secteurs d’acsivetéd’applications visées sont résumés dans
le Tableau 2
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Secteurs Applications visées Fabricants-Utilisateurs Production (2010)
Revétement imperméable
Agro- ; - ; ; Laiteries, vins
alimentaire Membranes pour le fraitement de liquides alimentaires
Marquage pour tracabilité
Revétement auto lubrifiant, anti-rayure et anticorrosion Rhodia, Michelin
. . Saint-Gobain Oxydes de Ce, Ti
Pneu vert, Pot catal e ' '
Automobile uver, yliqu : Hutchinson Nanofube de C
Vitrage autonettoyant, hydrophobe, athermique Renault Arcelor
o Catalyseur pour chimie sélective ) i
Chimie Rhodia, Arkéma

Photocatalyse pour production de H,

Cosmétiques Anti-UV, anti-vieillissement L'Oréal, BASF Oxydes d!e Ti, Zn, Fe
Antibactérien DGTec 10° tian
Matériau isolant Alliance, Croles Nanotube_de C,
Electronique  Polissage de wafers et disques durs Baikowski oxydes d%T" Zn, Fe,
R . ) ) Arkéma, iNanov €
Polymére nanostructuré pour électronique souple 10% t/an

Energie

Pile a combustible, Eclairage a basse consommation
Allegement de siructure pour éolien
Cristaux photoniques pour panneaux solaires

Toshiba, Arkéma,
DGTec, Kodak, Phillips

Environnement

Traitement de pollutions

Traitement de I'eau potable

Orelis TAMI, Suez

Fe®, oxydes d’Al, Fe
10% t/an

Sante, Délivrance ciblée de médicaments Arkéma nC60, quantum dots,
pharmacie Réparation et implants Biometrix, DGTec oxyde de Fe 1t/an
Textile, Antibactérien, retard au feu, filtres UV et IR DGTec, Rhodia
habillement  Tissy indéfroissable et antisalissure Nano-Tex

Tableau 2 : Applications visées par l'utilisationedhanomatériaux, entreprises concernées et estiorati
de la production mondiale actuelle (Afsset 2006).

Depuis une quinzaine d’années, les nanomatériaugues applications sont le moteur d’'un

grand nombre de travaux de recherche et développataas le monde. Ces derniéres années, les
enjeux industriels liés a ces nouvelles technokgiennaissent un essor considérable. Pour
l'industrialisation, le nano-objet doit pouvoir €tutilisé dans différents secteurs, sa production
doit étre techniguement maitrisée et son intégnadimit &tre possible dans des gammes de produits
existants. Cet engouement général pour les nandematés’explique par les perspectives de
retombées économiques impressionnantes. La Conomi&siropéenne a estimé que le marché
mondial des nanotechnologies en 2001 était Iégaeresupérieur a 40 milliards d’Euros. En 2010-
2015, selon une estimation de la National Scienoenéfation (NSF, USA), les enjeux
economiques liés a I'avenement des nanotechnolagiesveau mondial devraient atteindre 1000
milliards de dollars par an tous secteurs confondus

|.4 Définition du risque et réglementations

|.4.1 Evaluation du risqgue sanitaire

De tous temps, les hommes ont été exposés a desujesr ultrafines de taille nanométrique et
micrométrique provenant de sources naturelles §enes de sable, pollens, incendies, éruptions
volcaniques, etc.) ou liées a des activités hunsaifezix de bois, gaz d’échappement de véhicules,
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chauffage urbain etc.). On distingue parmi ce d@ernype de particules, les nanoparticules
générées indirectement a I'occasion d’un procepatttculier (comme les particules diesel) et les
nanomatériaux manufacturés fabriqués intentionmelte pour étre utilisés dans le cadre d’'un
processus industriel et qui font I'objet de nomise=urecherches.

Quoi qu'il en soit, il est trés difficile d’évaludes quantitativement et qualitativement les
nanoparticules auxquelles nous sommes exposés eljagu En effet, il existe plusieurs voies
d’exposition possibles (respiratoire, digestiveaoge) qui seront développées dans la suite de ce
mémoire. En général, les campagnes de mesuresenmteen compte des particules diverses
dénommées PM10, PM2,5 et PM1 selon leur taille écrametres (PM - Particulate Matter)
auxquelles se sont recemment ajoutées les pasialii@fines (PMO,1JDonaldson et al., 2003,
Geng et al., 2006)Dans un milieu préservé comme la campagne pangee chaque mL d’air
contient environ 10 000 nanoparticules. Ce chifiggmente dans des zones urbaines plus
exposées pouvant atteindre quelques centaines ltler e nanoparticules. Il existe donc un
énorme bruit de fond naturel mais il en est autréne®m milieu professionnel (usine de silice,
minoterie, atelier de soudage, etc.) ou se conmentplusieurs centaines de milliers de
nanoparticules par mL d’air. Il est aussi importalg noter que ces mesures concernent
uniquement les nanoparticules présentes dans miaiis de nombreuses nanoparticules sont
présentes également dans I'eau.

Les nanomatériaux dont l'utilisation est amenée'&esdre de facon importante dans les
prochaines années, constituent de nouvelles sopatestielles d’exposition et il est Iégitime de
poser dés aujourd’hui la question de leur éverdguédxicité pour I'homme et pour les
écosystemes. Il est donc nécessaire d’évaluesdaeipotentiel des nanoparticules pour ’lhomme
et I'environnement. Bien que les perspectives degempar les nanotechnologies semblent
prometteuses, notamment dans le domaine de la, dast&onnaissances sur la toxicité des
nanoparticules manufacturées sont lacunaires tipaontradictoire§Warheit, 2010). En outre,
de nombreuses questions restent a résoudre avgaudeir évaluer les risques et les bénéfices
liés & ces composés notamment sur le long tern@.eSeprincipalement lié au fait qu'il n‘existe
pas de consensus permettant d'étudier le deveninai®particules manufacturées dans des
matrices complexes (environnement, aliments, osgad@j etc.). De plus, du fait de leur trés
importante surface spécifique, les nanoparticubed beaucoup plus réactives et donc davantage
susceptibles d'interagir avec I'organisme que ldwosiologues micrométriques. Il conviendra de
distinguer les particules insolubles de leurs hagoes solubles et/ou biodégradables se
rapprochant donc plus de substances ordinaires.

On connait depuis longtemps des maladies pulmanpites ou moins graves provoquées par
l'inhalation de poussieres de taille micrométriquetamment en milieu professionnel
pneumoconioses, cancers broncho-pulmonaires ouadplévre (Ostiguy, 1979) Le terme
pneumoconiose désigne un ensemble de maladies paille® consécutives a l'inhalation de
poussieres. L'usage ne considére dans ce cadréegafections secondaires a l'inhalation de
particules inorganiques d’origine industrielle awikonnementale.

L’'asbestose et la silicose sont les deux exempleplus connufHayashi and Kajita, 1988,
Hamilton et al., 2008, Gambelli et al., 2004, Funashi et al., 1984)

- L’asbestose est due a linhalation de fibres d'a@a minéral composé d’oxydes
meétalliques (MgO, Si@ FeO, CaO, N#). Elle s’accompagne d'une fibrose
interstitielle diffuse (atteinte du tissu conjofdtiterstitiel) avec une éventuelle atteinte
bronchiolaire pouvant évoluer vers un cancer pularerou pleural.
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- La silicose est liee a I'inhalation de dioxyde decism (SiO,) sous forme cristallisée.
La forme habituelle est une maladie chronique enéwolutive apres linterruption de
I'exposition. Anatomiquement, elle se caractérise pne fibrose circonscrite plus ou
moins confluente ou une fibrose massive progressioel une fibrose interstitielle.

La fibrose pulmonaire est une maladie chroniqueorsggire a l'inflammation. Elle se
caractérise par la formation de cicatrices fibreuae niveau des poumons. Essentiellement
bénigne, la maladie peut rester stable ou bieruévobpidement entrainant un dysfonctionnement
de la barriere alvéolo-capillaire et s’accompagndet problemes de détresse respiratoire
importants pouvant entrainer la mort. Certainesspiaunies ont en effet une toxicité bien démontrée
. poussiéres de fer, de béryllium, de charbon,ilde sd’amiante ou autres poussiéres minérales,
poussiéres organiques, etc. Depuis une dizainenéém des données issues de I'épidémiologie
environnementale et de la toxicologie expérimenizdemettent de penser que les particules
ultrafines pourraient en raison méme de leur dimeensianométrique, avoir une toxicité
spécifique, et qu'il pourrait en étre de méme pesrnanoparticules manufacturé8sayes et al.,
2007, Catelas et al., 1999, Donaldson et al., 208&dujar et al., 2009)

Par ailleurs, le cancer est devenu en 2007 la ipate cause de mortalité en France devant les
maladies cardio-vasculaires. D’aprés les donnéasygjort 2003 de la Commission d’orientation
sur le cancer, l'origine professionnelle des camest fortement suspectée dans 4 a 8,5% des cas.
Il apparait donc nécessaire d'étudier la cancéiogén des agents présents dans les
environnements professionnels afin d’évaluer lsguis d’'une exposition aux différents types de
matériaux pulvérulents. Compte-tenu du fort dévedwpent des applications industrielles, ces
nanomatériaux pourraient se révéler dangereux lposainté, en premier lieu pour les travailleurs
exposés dans ces domaines de production et a urdraalegré pour la population générale. Ces
pathologies posent un probléeme de santé publigde ptévention. Individuellement, leur gravité
est variable avec une reconnaissance médico-l@gakgble. Leur diagnostic peut étre difficile du
fait de 'absence d’antécédents bien connus, daxpeession clinique atypique, d’effets combinés
a difféerentes expositions, d’'une nocivité d’expressetardée et enfin de pathologies associées.
Les rapports de 'AFSSET (Agence Francaise de 8écBanitaire de I'Environnement et du
Travail) datant de 2006 et 2008 soulignent I'émeogedes risques sanitaires induits par le
développement de l'utilisation de nanomatériaur@amment des poudres ultrafindgs=SSET,
2006, AFSSET, 2008)

En hygiene du travail, il est important de rappejee le risque direct pour la santé humaine,
soit le risque toxique, résulte de deux facteunsnel part la toxicité intrinseque d'un produit et
d’autre part le niveau dexposition des personn@s. plus, une fois ces matériaux dans
'organisme, ils doivent démontrer un comportemspécifique associé a leur nanostructure
(Oberdorster et al., 2005) Ainsi, I'évaluation du risque suppose une bonpanaissance de
I'identité du danger et de la toxicité des prodiedation dose-réponse), des niveaux d’exposition
et de la caractérisation des dangers aux divetepds travail. Or, dans le cas des nanoparticules,
les connaissances sont encore tres parcellairesFigare 6 résume les informations et
connaissances normalement nécessaires pour I'éeasludu risque, la notion de risque toxique
correspondant au produit de la toxicité et de laston.
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Figure 6 : Approche classique de I'évaluation dwsgue (Ostiguy et al., 2010).

Ce risque dépend également de la susceptibilitivitheblle. La nature des procédés et les
modes opératoires conditionnent la possibilité des nanoparticules entrent en contact avec
l'organisme. La qualité du confinement, les moyees protection et les modes opératoires
permettent d'atténuer le risque potentiel. En #abe de données acquises sur la toxicité, la
maitrise du risque sanitaire repose sur la maitesé&exposition, qui doit étre aussi limitée que
possible.

L'évaluation globale des risques professionnelspesscrite a tout employeur par I'Article
L.230-2 du code du travail et le décret 2001-10a&covembre 2001 (Directive CEE 89-391).
L'employeur qui met en ceuvre des produits dangednik par ailleurs assurer un niveau
d'exposition aussi faible que possible: décret 204 du 23 décembre 2003 (Directives CEE
98-24, 99-38 et 90-394). Depuis les arréts de lar@e Cassation (28.02.2002) sur I'amiante,
I"'employeur a envers ses salariés une obligatiomédaltat en matiére de sécurité méme en
I"absence de réglementation spécifique. L emplogeitrdonc prendre les mesures de précaution
gu’exige la prudence et pourra proposer des egeipesnte protection afin de préserver la santé
de son personnel (L 122-45 Code du Travalil).

L'idée méme de I'évaluation du risque apparait pome fois en méme temps que les
développements autour des nanotechnologies. Leomalie toxicité supposée induite dite
« Nanotoxicité » sera présentée plus tard apréis exposé plus en détail les interactions entre les
nanoparticules et le monde vivant.
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|.4.2 Réglementations

Actuellement, a I'échelle nationale, européennemmndiale, il n’existe aucune réglementation
spécifiguement liée a la synthése et manipulaties manoparticules. Les industriels travaillant
actuellement sur ce type de composés ont génénalateax attitudes opposeées : soit ils utilisent
les données de seécurité des matériaux massifs awommétriques dont sont faites les
nanoparticules sans plus de considération pous leanactéristiques particulieres liées a leuretaill
nanometrique; soit ils considerent les nanopaggutomme des substances potentiellement
dangereuses a cause de leur taille et les mantpdéefacon a limiter I'exposition. Il n’existe
presque aucune donnée officielle relative a lacitkides nanomatériaux. En effet, sur 'ensemble
des substances présentes sur le marché, peu dafleseont réellement été testémsvitro et in
Vivo.

Deux options concernant la réglementation appamaismvisageables :

- Adapter des réglementations existantes (REACH gleméentations sur les produits
manufacturés par exemple).
- Etablir un cadre réglementaire spécifique (Nangsafe

Le systtme REACH (Registration, Evaluation and Atttation of Chemicals) préconise
l'enregistrement, ['évaluation et ['autorisations dsubstances chimiques. Cette nouvelle
réglementation européenne est entrée en viguelerlguin 2007. Elle impose aux entreprises de
prouver guelles ne commercialisent pas de produmsiluant des substances chimiques
dangereuses pour la santé des consommateurs ef’@oironnement. L'objectif de I'Union
Européenne est d’améliorer la connaissance dedasules chimiques utilisées par l'industrie,
d’isoler les substances toxiques pour la santéertifonnement et de favoriser leur substitution
par des produits inoffensifs. REACH s'applique gngipe a toutes les substances chimiques, non
seulement celles utilisées par les industriels tlerprocessus de transformation, mais également
dans notre vie de tous les jours, par exemple tEnmgroduits de nettoyage, les peintures, les
appareils électriques, etc. En tant que substarfiesques, les nanoparticules pourraient relever
de cette réglementation. Elles échappent pourt#iinisa ce réglement, car REACH inclut des
seuils de tonnages annuels de production (100C=tdam) que n'atteignent généralement pas les
laboratoires et industries produisant des nanapdes (TiQ, SiO, nanotubes de carbone).
L’intégration des nanoparticules dans la réglentemteREACH pourrait se faire par I'extension
des dispositions concernant plusieurs famillesutestainces dites « tres préoccupantes » (CMR :
Cancérigene, mutagene et toxique pour la repramhyctPBT : Persistant, Bioaccumulable et
Toxique, vPVB : trés Persistant et tres bioaccubie|gerturbateurs endocriniens).

Concernant maintenant la réglementation des pr@dodnufacturés avant mise sur le marché,
lorsque les substances sont intégrées a un prodnitfacturé, elles sont susceptibles de relever de
diverses réglementations relatives a la mise sum&eché des produits les contenant (ex :
directives sur les biocides, les pesticides, leslioagnents a usage humain et vétérinaire, les
produits cosmeétiques). C’est alors via le prodeligu’il est utilisé par un professionnel ou par un
consommateur que la nanoparticule manufacturéergpaiire évaluée. Mais la réglementation
applicable aux produits manufacturés n’est pas plos trés adaptée aux particularités des
nanoparticules. Comme le précise le Comité de &dmtion et de la Précaution, lorsque les
nanoparticules sont intégrées a un produit manuf@ctes risques qui leurs sont attachés ne font
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pas davantage l'objet d'une évaluation spécifiqgiar exemple s’agissant des produits
cosmetiques, la directive 76/768/CEE pose commacipe général que seuls les produits
cosmétiques qui ne sont pas susceptibles de numesanté humaine peuvent étre mis sur le
marché. Mais cette appréciation se fait indépendammu procédé de fabrication utilisé et de la
taille d’'une substance donnée contenue dans lesipsaosmeétiques.

La recherche sur la production sécurisée des naédema fait I'objet de programmes
spécifiques. Le CEA (Commissariat a I'Energie Atque) travaille depuis plusieurs années sur la
sécurisation des procédés de production des naédoeat. || conduit une partie de ses recherches
dans un cadre européen et coordonne le programmopésn Nanosafe. Aprés Nanosafe 1,
programme qui a permis d’établir un état des lides risques associés, Nanosafe 2, lancé en 2005
a l'initiative du CEA, implique 24 organismes deherche et industriels. Ce projet est financé par
la Commission Européenne dans le cadre du 6éeme PEGRIgramme Cadre de Recherche et
Développement). Nanosafe 2 ne prétend pas traitées les nanoparticules mais s’attache a un
certain nombre de particules et de situations thredces afin d’apporter les premiéres solutions
industrielles. Nanosafe 2 s’intéresse a I'enserdbleycle de vie des nanoparticules : production,
conditionnement, stockage, transport, transformagio produit fini et destruction.

Les principaux objectifs de Nanosafe 2 sont donc :

- le développement de méthodes innovantes de détestide tracabilité dans I'air et dans
'eau et la mise au point de méthodes d'étude dmXmité et de la propagation des
particules dans les milieux et les organes, ainge d'élaboration d'un modéle
toxicocinétique ;

- l'acquisition d’'une bonne connaissance et compr&ibendes phénomenes toxiques
associés a la production et l'utilisation des narapules, la création d’'une base de
données des connaissances disponibles ;

- le développement de technologies permettant deeliriexposition aux nanoparticules et
les rejets dans I'environnement ;

- I'évaluation des impacts sociétaux et environneauent

- la contribution a de nouvelles réglementationsoetnalisations pour les nanoparticules ;

- la législation et la réglementation applicables aanotechnologies, dialogue avec la
société civile et recommandations aux pouvoirsipsbl
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ll. Interactions particules/vivant

I1.1 Pénétration des particules dans I'organisme

Il existe différentes voiematurellesd’entrée des nanoparticules ddiwganisme : la voie
respiratoire, la voie digestive et la voie cutarigevoie respiratoir€tant laplus important, elle
est ausspar consequent la plus étuc (Hervé-Bazin, 2007) Ces voies naturelles s’opposent
voies intentionnelles (injectiongolontaires), dans cadre thérapeutiqueu diagnostiquepar
exemplell existe aussi des phénomenes de transport eadsidacation tresariables en fonctio
des nanoparticulesLe phénoméne de translocation des nanoparticuleseespmnd a leL
déplacement vers les organes via la circulatiorgsae une fois les barrieres biologiqgt
franchies.Les nanotechnologies peuvent étre a I'ori d’expositions aigués (forte concentrat
pendant un temps court), ou le plus souvent d’akpas chroniques (faibles concentrations
de longues durées). lEgure 7 présente de facon schématique les différevoies d’exposition
et de pénétration desnoparticule dans I'organisme humaistern and McNeil, 200¢).

INHALATION
Voie la plus courante,
les nanoparticules peuvent
parcourir des kms avant de se
déposer dans les alvéoles pulmonaires INGESTION
Voie préoccupante

avec I'alimentation

PEAU
L'exposition par la peau est
importante, avec les cosmétiques
et les vétements

[ ingestion

[ rrnatation
TRANSLOCATION [ verma
Les nanoparticules se déplacent I Poromorsi

vers les organes via la circulation
sanguine

Figure 7: Schéma récapitulatif des différentes voies d’egfimn et de pénétration denanoparticules
dans I'organisme humain (Ster2008.

Dans la suite de ce chapitre, nous allons détaiblsrdifférentes voi en nous concentrarun

peu plus précisémersur la voie resiratoire a laquelle s’intéresse plparticuliéremeninotre
équipe de recherche.
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[1.1.1 Voie respiratoire

[1.1.1.1 Données a natomi ques

En anatomie humaine, lgsies aériennt sont des voies de conductiparmettant le passage
I'air depuis le nez et la bouche vers poumonset les alvéoles pulmonaires au cours d
ventilation (respiration). Ces voies aériennes peuvent étréesédis endeux grands secteurs
anatomiques arbre bronchique et le poumon périphéri. Ces deusecteurs sont continus m.
difféerent par leur structure histologique, leur d¢oan, les procédures d'exploration et
pathologies qu peuvent les atteind. On distingue les voiesx&a-pulmonaires et intra-
pulmonaires.

Les voies aériennes se ccosent donc des éléments suivarigire 8):

- Les vaes aériennes exrpulmonaires : la cavité nasale, pharynx (carrefour aé-
digestif réparti entre na- et oro-pharynx), le larynxséparéde I'cesophage par
I'épiglotte et la traché. Les voies aériennes supérieuresrégion ORL (Ot-Rhino-
Laryngologig désignent levoies respiratoires situées au-desdu larynx

- Les voies intrgpulmonaire : les deux bronches souches proviennent de la divisio
en deuxbranches de la track donnent naissanca une succession de divisic
bronchiques, aboutissant aux bronchioles terminalesdébouchet dans les alvéoles
pulmonaires.

Sont également annexé$appareil respiratoir, les deux plévres, le diaphragme et les mus
intercostaux qui assurent les mouvements respieas L'hommepossede deux poumoséparés
I'un de l'autre par Ienédiastil. Ils sont poseés sur le diaphrageterotégés par Icage thoracique.
Le poids moyen d'un poumon est de-1 kg contenant 40-50% de sang.

Les voies aériennes supérieures // N

Cavité nasale
epuration air
. Vibrisses retenant les grosses particules
- Epith riche en cellules calicifarmes +
Clandesséromuqueuss-> mucus riche
. Formations lymphaides
Rechauffement
. Plexus veineux
Humidification
- Partion aqueuse des glandes séreuses
QOcorat
. Muqueuse offactive

nasopharynx

carrefour
Entrecroisement des voies aerennes et
digestives sans fausse route

immunitaire
Amygdales

€vacuation mucus
Transport ciiaire pour amener mucus a
I'cesopnage.

Larynx
conduit
Debut des voies aériennes proprement
dites ouvert par cartilage
Gils battent dens I‘autre sens
Séparé du pharynx par épiglotte
phaonation
Emplacement des cordes vocales.
Faisceaux de fibres élastiques recouvertes
d'un Epith malphg

Figure 8: Schéma de I'appareirespiratoire humain (Adapté dscientific.forumactif.net.
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Les acini pulmonairesorresponderaux unités morpho-fonctionnellee I'appareil respiratoir
dans lesquellekes alvéoles pulmonair¢Figure 9) forment le support delchanges gaze. Leur
structure histologique est adaptée a cette fonatgsentielle 'hématose (échange oxygéne/
carbonique).

s W, Capillaire gl
Ca\Ng sanguin
» 7, .\.':

Figure 9 : Schémad’une bronchioleterminale ouverte sur un acinus et coagransversale d’'une alvéc
pulmonaire (Adapté devikipedia .org et academic.rt

Barriere
alvéolo-
capillaire

Macrophag2
alvéoaire

. Lumiere
- de l'alvéole

Fibre

g Fibroblaste Preumocyta type |
astique ' 1

Cepillaire sanguin

Callagéne

Mzmbrane i
basale commune Film de phospholipides

Pneumocyte de type Il "*Corps lamellaire

Figure 10: Schéma de la pardnter-alvéolaire. La barriere alvéol@apillaire correspond a la zon
fonctionnelle et représente environ 30% la paroi (Précisd’histologie, Sobotta Welsc.
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La surface d'échange de I'ensemble des 300 milliak/éoles représentenviron 140 r au
niveau desquel$2 000 L d'aiisont filtrés pour 6000 L de sang perfusbaqu: jour. Les échanges
s’effectuent aravers la barriere alvéc-capillaire.Cette barriére correspond a une unité spécil
de la paroi (environ 30% de la surface) particeleent fine (de 0,1 & 0,5 um) constituée de qt
éléments surfactant, voile cytoplasmique du pneumocytemembrae basale fusionnée et
endothélium capillaire. Son réle principal est @enpettre la diffusion des gaz respiratoires e
I'air alvéolaire et les capillaires sanguilFigure 10).

Dans chaque alvéole on distingue umiere alvéolaire bordée par épithélium alvéolaire
simple pavimenteupneumocytes | et | et une cloison intealvéolaire(interstitium conjonctif)
ou circule un réseau capillaire abond Les pneumocytes | et dnt de: fonctions différentes et
complémentaires. s pneumocytesen tant que constituande la barrieér sont impliqués dans les
échanges gazeux tandis das pneumocytes Il sécrétent le surfactant (filmtguteur permettal
de résister da pression des gaz notamment) et permettent uvetiement de I'épithélium. C
trouve aussi d’autres types cellulaires comme de®tlastesau niveau u tissu interstitiel
conjonctif et degellules libres a la surface épithél : les macrophagesvéolaires

Les macrophagealvéolaire proviennent de la maturation de monocytes venusatg apre
avoir franchi la paroi alvéolaire. Ce sont desute$ libres dans la cavité alvéolaire. lls exer
leur activité phagocytaire sur les particules ganiques (poussieres) ou organiqgues (micrc
spores, pollens, etcui atteignent les alvéoles malgré les phénoménéguihtion liés ¢
I'appareil muco-ciliaireen amont qui tapisse normalement le tractus respi (Aderem and
Underhill, 1999, Allen and Aderem, 199(. Une fois leur phagocytose accomplie,
macrophages peuvent, soit gagner les bronchiolégetvacués par I'appareil mi-ciliaire, soit
se disloquer dans l'alvéole, soit pénétrer danscloisons interalvéolaires ¢, par la voie de
I'interstitium pulmonairegagner les vaisseaux puis les ganglions lympha (Figure 11).

Ganglions
lymphatiques Drainage lymphatique
médiastinaux de I'espace pleural
Paroi
O O thoracique
OmO

Canal

Plévre viscérale )
lymphatique

Plevre pariétale

Figure 11: Schéma du drainage lymphatique de I'cace pleural (Murphy et al. 2011
Les macrophagesont continuellement transportle long de I'appareil respiratoire avec
rythme d'épuration supérieur a 2° macrophages alvéolaires par heure. Ce phénomér

appelé clairance muanhaire (Lehnert, 1992, Fadok, 1999) La sécrétion continuelle «
surfactant dans les alvéoles crée en effet un gmadjui provoque le déplacement du film
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surface vers les bronchioles puis vers le haut pejoindre le tapis muqueux de I'appareil
respiratoire supérieur. Cette couche de mucus plaa€ vers le haut de I'appareil au rythme
d’environ deux centimétres par minute sous l'actides cellules ciliées de ['épithélium
respiratoire. Les cils battent constamment trartapbries poussieres, les débris cellulaires, les
bactéries, les macrophages et les polluants chesigers le carrefour aérodigestif au niveau du
pharynx ou ils seront ensuite déglutis. Il est oela@t important de noter que cette prise en charge
des particules par les macrophages peut conduirexgosition est poursuivie, a une importante
accumulation de particules ainsi qu’a une plus dganteraction de ces particules avec les cellules
épithéliales des alvéoles et des brongfsegser, 2010)

[1.1.1.2 Devenir des particules inhalées

Les particules inhalées peuvent pénétrer par leomepar la bouche a l'intérieur du tractus
respiratoire et en fonction de différents paransefrhysico-chimiques comme notamment leur
diameétre aérodynamique, pénétrer plus ou moin®pdément pour aboutir dans les alvéoles. Du
fait de [I'architecture de [I'appareil respiratoiree devenir biologique des nanoparticules
aérosolisées qui seront inhalées par un sujetoesplexe(Yang et al., 2008) Dans un premier
temps, les particules inhalées de taille trop irtgrde seront soit exhalées soit évacuées par le
biais de la clairance muco-ciliaire au niveau durefaur aéro-digestif vers la voie digestive
(Geiser, 2010) En fonction des caractéristiques physico-chimsgdes particules inhalées (taille,
densité, morphologie, caractére hydrophile/hydriyehoetc.) elles pourront persister dans les
différentes régions de l'arbre respiratdieeiser and Kreyling, 2010)

Différents mécanismes physiques interviennentdorslépbt des particules au niveau du tractus
respiratoire Figure 12) :

- L’impaction est un phénomene lié a l'inertie des particulessld’'un changement de
direction dans le mouvement du fluide, les parésutencontrent un obstacle et ne
peuvent donc suivre fidelement I'écoulement der.I'@et effet est plus important pour
les plus grosses particules.

- La sédimentation correspond a l'action de la gravité sur les pahtis, cet effet
augmente avec la taille, la densité de la partietila durée de résidence des particules
dans les voies respiratoires.

- L’interception se produit lorsque I'extrémité d'une particulensase dévier de la
trajectoire du fluide, entre en contact avec laopdiun conduit ou elle se dépose. Ce
phénomene peut étre significatif pour les parteule formes allongées comme les
fibores ou les agglomérats de particules mais néaghtp dans le cas de particules
sphériques.

- Ladiffusion est due au mouvement brownien des particules, emoent aléatoire causé
par le choc des molécules de I'air sur des pad&cuCe mécanisme est prédominant pour
les particules inférieures a environ 200-300 nm.

- Leseffets électrostatiquesapparaissent lorsque les particules sont forterclesutgées,
elles induisent alors une charge de signe contsairdes voies aériennes, et sont donc
attirées par celles-ci, tout en étant soumisesear@pulsion avec les particules voisines
(dans le cas ou celles-ci ont des charges du migme) s
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1} Impaction

2) Seédimentation

3} Interception

4) Diffusion

5} Effetélectrostatique

Gravité

Figure 12: lllustration des différents mécanismes de dép&sdparticules inhalées dans les vo
respiratoires (HervéBazin et Collectif 2007

Selon un modeélanathématique prédictidéveloppé et publié en 1994 par la Commis
Internationale de Protection Radiobiologique (CIR}'appliquant aux particules inhalées <
forme de particules bien inddualisées a une taille déterminée et non sousdat’agrégats,e
dépdtdes nanoparticules inhalées dans le tractus résipgraépendrait largement de leuameétre
aérodynamiquece qui pourrait avoir des conséquences sur leffess potentiels. Cmodele est
internationalement reconnu dans le domaine delli@tian des doses et est repris comme mc
de reférencéOberdorster et al., 199:).

20 nm

Fraction dépasée (%)

1020 100 108
Diamétre de la particule (nm)

Figure 13: Prédiction de dépdt dans les voies respiratoidesnanoparticules d20 nm. La courbe noire
correspond a la fraction totalee nanoparticules déposées dans les voies respiegoles courbes vert

bleue et grise correspondent respectivement auxtifes de nanoparticules déposées iveau

extrathoracique, trachéobronchique et alvéola (Nanosafe).
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A titre d’exemple, laFigure 13 tracéea partir de ce modeéle théorique de dépot dansdies
respiratoires prédit pour des nanoparticules sphés de 20 nm de diametre 25%
nanoparticules exhalées contre 75% déposés damsié respiratoiregcourbe noire) don50%
dans le compartiment alvéolaifeourbe grise) 15% dans le compartiment trachéobronck
(courbe bleue)et 10% dans le compartiment extrathorac (courbe verte).

Les particules de 1 a 30m ont un comportemennertiel assez importamt vont se déposer
dans les différentes parties du tractus respigir fonction de letdiamétre aérodynamiq par
impaction dans les voies aériennes supérieuresedasasales et cavité buccale). Ce comporte
inertiel augmente avec la taille des particulessmaai dessus de 10 um la taille devient trop gr
et les particules commencent a étre exhe Lesparticules de 200 a 500 nm se déposent peu
les voies respiratoires. Les particules de 10 arii0se déposent principalement dans la ré
alvéolaire et les particules de taille encore ieféne (moins de 10 nm) se déposent par diffu

dans les dférentes parties du tractus respiratoFigure 14).
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Figure 14: Pourcentage des particules déposées dans difflsemégions de I'appareil respiratoire ¢
fonction de la taille(Witschger et Fabries, 200¢

Le dépdbt des particules edbnc dépendant de leur diametre aérodynar, de leur densité
mais aussi de carteristiques inhérentes a I'individu comme sexe, sorage,l'activité qu’il est
en train de réaliser et sa facon de respirer. Eat eh constate sur Figure 14 que les résultats
sont différents si les particules sont respiréasi@aez ou par la bouc (Brown et al., 200;

Oberdorster et al., 2005Witschger and Fabriés, 200).
Il a été observé que ce sont en général des dagiquférierres a 10 um qui pénétrent jusc

dans les alvéoles pulmonaires. Cependant des erpés plus approfondies apparais:
nécessaires au vu de la littérature, notammentloj@yer des modéles de cartographie de d
plus précis au niveau des poumons sis modeles animaux ou humains. Les connaissancs:
ce domaine sont encore limitées et notre labomintéresse a cette thématique sous un
original utilisant des modeles de tétes humainastipléesconstitutif d’'un modele de cartograpl
de dépot du compartiment OR&t, de poumonex vivopour étudier la cartographie de dépot

nanoparticule¢Durand et al., 201:, Durand et al., 2001)
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[1.1.2 Autres voies de pénétration
[1.1.2.1 Voie digestive

Les nanoparticules peuvent péné de deux fagons a I'intérieur du tube dige Elles peuvent
étreingérées directement avec I'eau, les aliments suriédicamen par voie oral ou dégluties
avec les seécrétions bronchig grace au fonctionnement de I'appareil mr-ciliaire décrit
précédemment.

£ APPAREIL DIGESTIF
—

l,

Vésicule @ CEsophage
biliaire
Foie Estomac &

Pancréas

|
L

Duodénum -{V Célon
Célon =, transverse
ascendant j

Cblon
descendant

Intestin gréle - Sigmoide

3%
« B
Rectum \'

Figure 15 : Schéma de I'appailedigestif humair (futura-sciences.com).

Anus

Le systeme digestif est constitué d'une suite dioeg creux, reliés entre eux pour formel
tube qui va de la bouche jusqua I'e (Figure 15). A lintérieur, ce tube estapissé d'une
muqueuse renfermant de petites glandes qui pratuiss sucs favorisant la digestion au niv
de la bouche, de l'estomac et de l'intestin ¢ Deux autres organes annexés au tube diges
foie et le pancréas, sécretent des sucstifs qui sont déversés dans l'intestin gréle. Riemutres
facteurs comme les nerfs et le sang jouent égalemendle important dans le processus
digestion des aliments.

Les étapes principales du traitement de la nouergont I'ingestion, lidigestion, I'absorption ¢
I'élimination.
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Le systeme gastrioHestinal permet la transformation de grosses ouids contenues dans
aliments en nutriments assimilables au niveau gtesye sanguin. De plus il joue aussi un rol
défense d€organisme ainsi qu’un réle endocrinien. Apres iav@é mastiqueés, les aliments s
déglutis et dirigés vers l'estomac via l'cesoph&y@ce a l'action mécanique de brassags
muscle gastrique et a la digestion chimique par sésrétions gastriqueses aliments sont
transformés en un fluide, le chyme, qui gagneelstih gréle, ou les éléments nutritifs subis:
une transformation finale pour étre absorbés pandgueuse intestinale et étre transféres ve
compartiment sanguin ou lymphatigtFigure 16). Les résidus sont ensuite pris en charge p
cblon.

Micelle
acides lipaso
Disaccharides bilisires pancréatique Poptides
acides *
bitisires aclides gras

e

monosaccharides 70 | jipoprotéines

CAPILLAIRE CHVUFERE = Sl L o
SANGUIN SRR SANGUIN

Figure 16: Schéma de la barriere intestine présentant ledle principal des entérocytes dans la foncti
d’absorption des nutriments (svt.atijon.fr).

Cette voie apparait tres importante lorsqu'on abér® les phénomenes éventuels
recirculation systémique au cours du phénoméne idestibn (absorption)  qui la rend
préoccupante.
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[1.1.2.2 Voie cutanée

La peauest un organe composé de plusieurs t (épiderme, derme et hypoderr et joue,
entre autres, le réle d'enveloppe protectrice dypscdumain. C’est I'un des organes les |
importants du corps elermede surface et de masse (chez I'adulte, enviror® pour 5 kg). Il est
cependant intéressant de faire le paralléle avesuitace du poumon (1402 beaucoup plus
étenduamais aussi beaucoup plus vascula..

Des points de vue histologique et anatomila peau comprend trois zones principaFigure
17):

- La partie superficielle, la plus mince, nommée épite en contact avec le mili
extérieur. Les notions de peau fine et épaissendigm: de la différence d’éjsseur de
I'épiderme et des caractéristiques de I'épithélimaipighien de surfac

- La partie interne la plus épai : le derme.

- Une couche plus profon : I'hypoderme.

L'ensemble « peaw et phaneres (ongles, poils) forme I'appareil tégataire assure des
fonctions multiples telles que protection, immuniggerception, thermorégulation, résen
sanguin et lymphatique et synthése de la vitamil

COUPE DE LA PEAU

pores 3 tige d'un follicule pileux (poil)

surface de la peau
pore de

épiderme
transpiration £
capillaires
muscle érecteur
du poil glande cenme
glande sudoripare sébacée
exocrine +
hypoderme

réseau veineux

réseau artériel

~ tissu conjonctif
cellules adipeuses terminaison nerveusecellules matricielles
(graisseuses)

Figure 17 : Schéma de I'ppareil cutané humail (www.infovisual.info).

Cette voie de pénétratigrour lesnanoparticules ne dgpias étre néglige. En effet de nombreux
produits cosmétiques contiennent des nanopartididesnes solaires, déodorants, dentifri
rouges a lévres, ejcet c’est le premier organe sensilors de manipulatins directes au poste de
travail.
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Différents facteurs sont susceptibles d’influeriegoénétration cutanéelervé-Bazin, 2007):

- La taille : les nanopatrticules de taille inférie@d 00 nm (ordre de grandeur des virus)
pourraient avoir des facilités a passer la barreétanée pour atteindre le derme qui est
riche en vaisseaux sanguins et lymphatiques, effis negnsitifs et en cellules
dendritiques.

- Les propriétés de surface des particules : lescpdes utilisées dans les formulations
cosmeétiques sont généralement traitées en surtagelimiter a la fois la formation de
radicaux libres, I'agrégation et améliorer la dithdans le temps des formulations. Un
revétement hydrophobe des nanoparticules poursaibriser la pénétration cutanée
grace a une affinité plus marquée pour les lipprsexemple

- L’existence de pores, qui constituent une voie @wéfration préférentielle.

- La présence de sueur, pouvant modifier la surfasepdrticules (dissolution partielle,
formation d’espéces chimiques nouvelles, etc.).

- Laprésence ou non d’'une lésion cutanée.

Néanmoins la plupart des études ne montrent pasealement une faible pénétration de
nanoparticules dans I'épiderme, sans qu’il y aipdssage dans le derme lorsque celui-ci est intact
(Alvarez-Roman et al., 2004)L’épiderme semble donc étre une barriére effiqaoe empécher
la pénétration des nanoparticules mais a condguancelui-ci ne soit pas lésé. En effet des études
mettent en avant une pénétration des nanopartidales le derme attribuée a des lésions cutanées
ou a une ouverture des follicules pileux et noma diffusion a travers I'épiderm@inkle et al.,
2003, Mavon et al., 2007)Le passage ou non des nanoparticules par larpapparait donc pas
totalement clair et il est probablement dépendanedrs caractéristiques. De plus, il reste aussi a
déterminer, en cas de pénétration, si les nanopbas restent localisées dans le derme ou si elles
sont transloquées vers les capillaires sanguinesonerfs sensitifs.

Enfin, les nanoparticules peuvent aussi étre i@gcintentionnellement dans un organisme par
voie intraveineuse ou intramusculaire. C’est le pas exemple lors de la réalisation de certains
vaccins ou des particules d’aluminium sont notantméhsées comme adjuvants.

Cet aspect est aussi trés important dans le dégwetopnt de la nanomédecine et des
nanomeédicameni{®obrovolskaia et al., 2008, Serda et al., 2009a)

[1.1.3 Translocation systémique des nanoparticules

Au vue de la complexité des différentes voies diinalisation des nanoparticules au sein de
'organisme et de par leur petite taille, les nartipules sont capables de passer les barrieres
biologiques telles que la barriere cutanée, laidrarralvéolo-capillaire, la barriére intestinale, |
barriere hémato-encéphalique ou encore la bariémato-testiculaire, et probablement se
retrouver de fagcon systémique dans tout I'organisiades circulations sanguine et lymphatique
(Figure 18).

Comme cela a été souligné précédemment, des étrdesevélé que certaines particules
ultrafines pouvaient traverser les épithéliums (cmmpar exemple I'épithélium alvéolaire) et
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rejoindre les tissus par translocation interstei€llerzano et al., 2010, Yacobi et al., 2010,
Oberdorster et al., 1992, Oberdorster et al., 2000Une fois I'épithélium franchi, une fraction
des particules pourra rejoindre les ganglions lyatiglnes (drainage lymphatique) ou le secteur
sanguin(Ferin et al., 1992, Nemmar et al., 2002, Nemmar at., 2006 , Kreyling et al., 2009)

0‘\ -

/ A )~ Inhalation
o i I - -
Sk Poumons

,

Systeme circulatoire

!

Ceeur

Ingestion

.

Systeme digestif

Autres organes :
Y reins, foie,...

- Systéme lymphatique

Peau

Figure 18: Schéma du corps humain avec les voie®xdosition aux nanoparticules et les
disséminations préférentielles (Buzea et al. 2006).

Ainsi de nombreux travaux sont en cours pour mieaxprendre les translocations au travers
de la barriere hémato-encéphalig{@@berdorster et al., 2004, Oberdorster et al., 200Q9et
d’autres organes tel que I'appareil reproducteundin (impact des nanoparticules sur la fertilité).
Dans ce contexte, notre équipe travaille sur lgpdrsistance et la biodistribution testiculaire de
nanoparticules d’aluminium utilisées comme adjusamccinaux, apres injection intramusculaire
sur un modele de souris, ainsi que sur I'évaluatieria charge nanoparticulaire dans le plasma
séminal humairiKlein, 2011)

Selon Oberdorster et al. 'analyse globale desatravmontre que la taille de la particule, sa
réactivité de surface et peut étre sa charge, gnemt sa translocation a travers les couches
cellulaires et endothélialé®berdorster et al., 2005)

Meiring et al.(Meiring et al., 2005)ont souligné les points suivants :

- Il existe plusieurs mécanismes de translocatiomtérnalisation de particules dans une
cellule peut survenir par différentes voies (paitslathrine, pinocytose, cavéoles, etc.).
Ceci permet d’imaginer la possibilité d’'un passagenscytotique rapide pour les
particules inférieures a 60 nm.
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Les données permettant d’évaluer l'importance detrénslocation ne sont pas

convergentes, la translocation étant tres faiblesdzertains cas (particules d’iridium
2002), notable dans d'autres (particules ultrafines de

marquées(Kreyling et al.,
carbone marqu@berdorster et al., 2002).
- Les phénomeénes d’inflammation ont une influencdatranslocation
., 2005)

La taille et la charge de la particule joueraitlégeent un réle importarfLimbach et al

Certains ont signalé une importante internalisatianla cellule pour des particules aux alentours

de 50 nm de diametr@hithrani et al., 2006, Osaki et al., 2004)ll semble que les particules

ultrafines, en deca d’une taille estimée a envi200 nm, pénetrent dans les cellules par des
2005)

mécanismes passif&eiser et al.,
Des études de biodistribution sont nécessaires ddirmieux appréhender ces phénoménes
2008)

(Stark, 2011, Dobrovolskaia et al.,
La Figure 19 récapitule les voies que peuvent emprunter lesopeaticules au sein de

I'organisme humain.
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[1.2 Processus d’internalisation cellulaire des nan oparticules

[1.2.1 La cellule et le modéle macrophage

Apres avoir pénétré au sein de I'organisme huniespnanoparticules peuvent entrer en contact
direct avec les tissus et les cellules. La celagel'unité de base de la vie et 'THomme adulte est
constitué d’environ 30 x B cellules qui pour la plupart sont organisées ssus et organes. La
structure de base d’'une cellule est présentée ldaRigure 20. De facon générale, une cellule
posseéde un noyau (parfois plusieurs), une memipkasenique et un cytoplasme dans lequel on
trouve différents organites (mitochondries, appam® Golgi, réticulum endoplasmique,
lysosomes, etc.) nécessaires a son fonctionnement.

réticulum . pore ncl&aire

endoplasmique

FUUEL nucléole noYyaL
tibosome rembrane nucléaire

apparei de Golgi
centriole

lvsosome

cyboplasme

réticulum
endoplasmique

lisse
membrane

riitochondrie plasmigue

Figure 20 : Structure d’une cellule eucaryote (Encippédie Encarta).

Il existe de trés nombreux types cellulaires damsnganisme humain. Comme nous le verrons
par la suite il existe différents modes d’intersalion des nanoparticules dans les cellules, mais
dans ce contexte, un type cellulaire particuliediséingue. Ce sont les macrophages, cellules du
systeme immunitaire tres présentes au niveau slsstet des muqueuses de fagon générale et tout
particulierement en surface de I'épithélium alvéel@omme nous I'avons vu précédemment. En
effet, ces cellules sont dotées d'une activité ipaliere de phagocytose sur laquelle nous
reviendrons, qui leur permet d’internaliser dedipales antigéniques dont les nanoparticules. De
plus, au vu de I'architecture du tractus respirataet selon les données de la littérature, il egipa
que les macrophages sont la premiere cible polientirevivo des particules inhalées. Pour ces
différentes raisons, ce travail de these s’est dmsentiellement focalisé sur ce type cellulaire et
plus particulierement sur un modéle vitro de macrophages murins (lignée cellulaire RAW
264.7).
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Les macrophages cstituent une famille de cellules ubiquita et polymorphes quise
différencient a partir de monocgteanguins qui sont produitians la moelle osseuau cours du
processus d’hématopoiedadure 21) et qui exercent I'essentiel deurs fonctionsde défense de

I'organisme dans les tissus conjonc
@ Iymphocyte T

@<©

progéniteur

@ . lymphoide
—

@ monocyte
cellule progemteur /<
souche pluripotentiel . .

progéniteur

myélotde éosinophile
|
o basophile

érythrocyte o' = DPplaquettes
Figure 21: Schéma simplifié du processus d’hématopoiése tesiigam.ca

lymphocyte B

neutrophile

Leur morphologie peut varier Iégérement selon lecalisation anatomique. Ce sont de gro:
cellules ovalaires d’environ 25 um de diameétre,casles prolongements cytoplasmiques ¢
forme de pseudopodes ou de voiles onduléFigure 22). Le noyau est réniforme ou encoché
chromatine peu condensée. Le cytoplasme est fadsler@osinophile, riche en inclusic:
organites de synthése protéiquesosomes primaires et secondaires, corps étrangagopytés
formant des vacuoles parfois de tres grande tai#lgctéristiques du phénomene de macroph
Le cytosquelette est tres développé, en rappott lksdréme mobilité de cette cellu

150KV \mm WD 9.3mm ., a1
Figure 22 : Images réalisées en micscopie électronique a balayage (A) et ericroscopie photoniqur
apres coloration cytolgique par la méthode de MGG ( sur des macrophagede la lignée RAW 264.
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Bien que tous les macrophages partagent une orgimenune monocytaire leurs potentialités
et leur morphologie peuvent varier selon leur Isedion. Leur classification est indiquée dans le
Tableau 3

Nom Localisation Remarque
Monocyte Sang Forme immature circulante
Histiocyte Tissus conjonctifs laches Peu actif

Cellule de Kupffer Capillaires sinusoides du foie 0%bdes macrophages
Marl]c,rophage__ggs tissus Tissus myéloide et lymphoide Aide a I'hématopoiése
ématopoiétiques
Macrophage alvéolaire Surface alvéolaire du pouman Cellule & poussiére
Macrophage des séreuses Plevre, péritoine
Microglie Tissu nerveux
Ostéoclaste Os Résorption osseuse
Cellule de Hofbauer Placenta
e ars Granulome inflammatoire Amas compact de
Cellules épithélioides .
chronique macrophages
Granulome inflammatoire

Cellules géantes Macrophages fusionnés

chronique

Tableau 3: Classification des macrophages (Hisgi, Jean Pierre DADOUNE, Médecine-Sciences
Flammarion).

Les macrophages sont impliqués dans tous les gragdanismes de défense de I'organisme
contre les agents étrangers. lls peuvent agir paggcytose, sécrétion de substances toxiques ou
déclenchement de la réaction immunitaire. Il exptssieurs sources biologigues possibles pour ce
modele cellulaire dans le cadre de I'étude de Bapib respiratoire. Différents modes d’obtention
de cette fraction de macrophages conduisent appgeches expérimentales variées :

- Le modele animal soumis a des conditions expériatemparticulieres (modéir vivo)
permet d’obtenir, apresacrifice de I'animal, des prélevements cellulaoedissulaires.

- La méthodeex vivoutilise des macrophages provenant d’animaux ouatierds apres
recueil par lavage broncho alvéolaire (LBA) puissenien culture dans diverses
conditions expérimentales.

- La méthoden vitro utilise des lignées cellulaires commerciales derophages.

Afin de disposer de conditions expérimentales mpctibles et d’'un matériel cellulaire en
guantité et disponibilité adéquates, les lignéesnderophages apparaissent comme le modeéle le
plus approprié pour des étudesvitro (méthode retenue pour notre étude). De plus, |& mis
culture de ces lignées est bien contrélée tandes lgs macrophages issus de LBA sont assez
délicats a maintenir de facon stable en culturecases niveaux de viabilité cellulaire plus
aléatoires et sont par ailleurs obtenus dans utextmpathologique.
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[1.2.2 Trafic intracellulaire

[1.2.2.1 Les membranes biologigues

Elles sont particulierement sollicitées dans lesané&me d’internalisation des particul.

Ce sont des structures délimitant Icellules et és organites intracellulaires (mitochondr
noyau, lysosomes, etc.)Le rble premier de ces membranes est de permetas
compartimentations. Cette fonction est dévolue dpides membranaires, l'un des de
composants principaux des membr: avec les protéinesLes lipides sont des molécul
amphiphiles qui possédent une partie polaire et padie apolaire. En milieu aquet
I'organisation la plus stable des lipides est cqllepermet de minimiser les interactions entre
parties hydrophobes &s molécules d’eau. Les lipides s’organisent lesgouvent en bicoucl
formant une vésicule close qui sépare un compantiimterne agueux du milieu aqueux exte
ce qui est le propre d’'une membrane biologi(Figure 23).

Bicouche lipidique

Figure 23 : Schéma de laibouche lipidique constituant les membranes biologigt (Adapté de futura-
sciences.com).

La présence d’'une structure clccontinue empéche le libre passage de macromolédiles
compartiment a un autre. De plus, I'existence dealdie apolaire au centre de la bicouche blc
pratiguement toute diffusion d’ions inorganiques-(lla+, C-, et.) et freine considérablemela
diffusion de solutés organiques polaires (sucreislea aminés, etc.). Seuls quelques solutés
hydrophobes diffusent libremeret rapidement a travers la ouche (certaines hormone
stéroides)Les seconds constituants majeurs des membraneges protéines classées en d¢
grandes catégoriesextrinseéques (réactions d’interface) et intrinsgx)(permettent le transport
matiere et le transfert d’'informatio

Les membranes plasmiques sont le lieu privilégié éehanges entre les milieux e- et
intracellulaires. Le transfert d’informatiodépend de récepteurs qui fixent des messa
extracellulaires (hormones, neurotransmette Le transport de matiérsdglutés organiques, iol
organiques) est catalysé par des transporteueseatahauxll en est de méme dans les membre
d’organites intracellulaires. Une membrane donnéss@de ainsi sa propre collection
récepteurs, transporteurs et canaux lui conféraet apécificité dans les domaines du tran:
d’'information et du transport.

Les différents constituants d’'une membrane (lipidestgines) ne sont pas reliés entre eux
des liaisons de covalence. Les interactions lij-lipides et lipidesprotéines sont de natu
hydrophobe au centre de la membrane, polaire aterfaces. Elle se font et se défol
continuellement. De ce fait, les lipides et lest@irees sont animés de mouvemede diffusion-
migrationconférant a la membrane un caractere dynan La propriété de base d’une membr:
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est d’étre imperméable, mais elle permet aussifdei®ns membranaires qui constituent des
mécanismes essentiels dans le déroulement de dik@ressus physiologiques vitaux tels que la
division cellulaire, la fertilisation, I'endocytosd¢’exocytose et le transport intracellulaire. La
fusion nécessite un contact étroit entre les mendsrauis leur coalescence ultérielkigre 24).

(a) ( (b)

© (d)

Figure 24 : Fusion membranaire (a et b). Hémifusioft) et pore de fusion (d) (Li Yang and Huey
Huang model 2002).

Enfin il est intéressant de noter qu'’il existe ptag membranes, des phénomeénes de transport
spontanés appelés transport passif et transpoiitéadCes transports spontanés de solutés
s'effectuent a travers la membrane, des régioncateentration élevée vers les régions de
concentration faible pour atteindre un équilibra.teansport passif, un soluté franchit la bicouche
lipidique sans interaction spécifique avec un cosgépmembranaire. Le soluté se dissout dans la
membrane a partir d’'un des deux compartiments ageeudonction de son affinité plus ou moins
grande pour la phase lipidigue hydrophobe. Il diéfudans la membrane entre les deux
compartiments aqueux de maniere aléatoire avarsededissoudre dans l'autre compartiment.
D’une maniére générale, les membranes sont quandenpiu perméables passivement aux
métabolites et aux ions organiques. Cette permtéabst d’autant plus faible que le soluté a un
caractere polaire et/ou une taille importante. Cenentransport passif, le transport facilité ne
conduit qu’a un transport dans le sens des potsritiectrochimiques décroissants. Il s’agit d’'un
transport spontané qui ne nécessite aucun apporedjie. Des protéines membranaires accélerent
le transport des solutés et des ions. Ce sondssittransporteurs (solutés organiques et certains
ions inorganiques) soit des canaux (ions inorgasjjuCes différents types de transports
s’opposent aux transports actifs dépendants d’Ad$asembranaires et aux transports actifs
secondaires. Ceci permet aux nombreux ions inoggasi et solutés organiques d’'étre transportés
a travers les membranes contre leur gradient deecdration. Ces transports ne sont pas spontanés
et sont donc obligatoirement couplés a des tramsfions spontanées qui fournissent I'énergie
nécessaire.
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[1.2.2.2 Transport vésiculaire et mécanismes d’endocytose

La plupart des organites des cellules eucaryoteises par une seule membrane échandes
matériaux par transport vésiculaire. Deux diredigprincipales de transport peuvent i
identifiées : & voie de I'exocytoset la voie de I'endocytose. C'esinsi que se font les entrées
sorties de matiere au niveeellulaire (Figure 25).

Vésicule
Cellule l . o oo I\/Iembr?me
‘2:;‘"’ U* o cellulaire
E) —
Exocytose

Endocytose

Figure 25 : Schéma des voies a@cytos: et d’endocytose (Traduit de Tovenud).

Lorsque les vésicules doivent se dépleen intracellulairesur de longues distances, elles ¢
transportéesrgce a des réseaux spécifiques de filaments dsaygtett qui seront développé:
dans la suite du documerita formation des vésicules est le processus auscduquel uni
structureest capturée et la membrane lipidique formatée Haile de protéines cytosoliques
un bourgeon qui é¢sensuite détaché par pincement au cours d'un psoseappelé scissi
L’assemblage ordonné de protéines cytosoliquesremeuétement a la surfe de la vésicule
nouvellement formée est responsable de la nécegsité la membrane d’adopter une for
incurvée. Il y a deux types de revétens qui effectuent cette fonctionles revétements de
clathrine etles revétements de coatom Les vésiculesecouvertes de clathrine médient
transport sélectif tandis que ltransport le long de la voie par défaut utilies Mésicule
recouvertes de coatomére (trafic entre le réticidmoioplasmique et le Gol¢

Nos travaux s’intéressent exclusivement ahénomenes d’internalisation, or nombreux
types cellulaires possédent une capacité d’intesatadn intracellulair pour les solutés et I
particules(Aderem and Underhill, 199¢). Ces phénomenes d’endocytcau sens large sont
généralementlivisés en deux grandes catégs (Conner and Schmid, 200) : la phagocytose
pour l'internalisation de grosses ticules et la pinocytose pour linternalisation ftledes et de
solutés.

La phagocytose est en général restreinte a desgesepécialisé, dites cellules phagocytaire
comme les macrophages, les monocytes et les nailas et sera décrite plus erétail dans le
paragraphe suivant. C'esin mécanisme dépendant de l'actine petant I'internalisation de
larges particules, en général de taille supérigu®5 um. L'internalisation des particules
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initiée par l'interaction entre un réceptespécifique du phagocyte et un ligand a la surfacéa
particule conduisant a la polymérisation de I'agtientrainant la maturation du phagosome
phagolysosome. La tubuline semble aussi fornt impliquée dans ce proces:

La pinocytose existe damgus les types cellulaires selon au momsatre mécanismes de base :
la macro-pinocytose, I'endgtose médiée par la clathr, I'endocytose médiée par les cavécet
I'endocytose indépendante de la clathrine etcavéoles Figure 26). Les mécanismes basés sur
la clathrine sont souvent indépendants de la pafgaion de lactine et permette
I'internalisation de macromolécules, virus et gtipirticules.

Pinocytose
Macropinocytose
Phagocytose (>1 pm) Endocytose
Endocytose Endocytose indépendante de
@ 0 s -~y :
0 médiée par médiée par la clathrine et des
la clathrine les cavéoles cavéoles
(~120 nm) (~60 nm) (~ 90 nm)

- DR

Figure 26: Les différentes voies d’endocytc (Traduit de Conner et al, 2003).

Notre étude s’est plus particulierement ciblée kurprocessus de phagocytose don
paragrapheuivant s'attachera a décrire les caractéristiqgesciées a ce mécanisétant donné
le modele cellulaire de macrophages uti. Notre objectif ne concerne pas L étude
mécanistique et fonctionnelieais bien le développement d’'une méthodologieuantification de
I'internalisation.

[1.2.2.3 La phagocytose

[1.2.2.3.1 Les différentes étapes du processus de phagocytose

Les données généralesir la phagocytose indiquent que cetlecorrespond eune forme
particuliére d’endocytose qui consiste en la capgirl'ingesion des particules solides inertes
vivantes du milieu ambiant, en général d’'un diam&tupérieur 500 n (Allen and Aderem,
1996,Aderem and Underhill, 199¢). Elle est caractérisée pan ensemble d’étapes successi
de [l'adhésion, Ihternalisatiol jusqu'a I'éventuelle digestion dearticule: de diameétre
microscopique et le rejet des déchets gél décrits dans I&igure 27. Les corps étrangers sc
ingérés par de grosses vésicules endocytaires éggpphagosomes. Cette activité constitu
élément essentiel darfimunité naturelle(van Oss, 1986)Pendant longtem, il a été établi que
la phagocytose était la seule fonction des phagscfdont lesmacrophage) et que ces cellules
avaient une seule mission, celle d’assurer I'élation des éléments étranga notre organisme.
Aujourd’hui, il est établi que les macrophages sont capable®iter d’autres fonctions que ce
de la phagocytose qui les définissait initialemémbsi, ces cellules sont capables de synthét
de sécréter des métabolites agissant sur d’aytpes de celluls a caractere immunocompét,
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de détruire sans les englober des cellules tunmgyredgtains parasites, et des cellules normale
tumorales sensibilisées par des anticc(Ravetch and Aderem, 2007)Les signaux induit
permettent de plus dinitierng réaction inflammatoire qui favorise I'efficacitle la répons
immunitaire. Enfin, les macrophagesont des cellules présentatdceC’antigene (CPA)
indispensable pour initier des réactions immunitairesifjpées médiées par les lymphocy T.

. o e il
Recepteu.r > ® Macrophage
membranaire OO ®
o o
- J
Q% S
Corps “\“-.. - - - I} -
étranger \ ¢ Chimiotactisme et adhésion
~ i an . Le macrophage est chimiguement
Phase de Q o attiré vers le corps &tranger a éliminer,
signalisation — ( “) ° &’ entre en contact avec un récepteur
intracellulaire N membranaire spécifigue qui va
e} ) S See transduire un signal intracellulaire et
;V’b chemokines déclencher le  processus de
cylokings * o % phagocytose.
TNFa
Pseudopodes J’ Internalisation

~
Une réorganisation du cytosquelette
d'actine conduit & la formation de
pseudopodes qui vont englober le
corps étranger pour former une
nouvelle vacuole intracellulaire : le
phagosome.

Phagosome

Phagolysosome Digestion

Les Ilysosomes contiennent des
enzymes hydrolytiques et ont un pH
naturellement acide. llIs vont fusionner
avec le phagosome pour former un
phagolysosome. Quand cela est

Lysosome

possible le corps étranger est
Ve ’gwl degrade.
50
)0 — J,s Rejet
il éﬂ / Les éléments deégradés sont rejetés

dans le milieu extracellulaire par

* exocytose des vésicules. Les éléments
non dégradés persistent dans les
macrophages et sont évacués grace au
fonctionnement de lappareil muco-
ciliaire.

Figure 27: Schéma illustrant les différentes étapes de laagbcytos (Adapté deBoumahdi, 200Y).
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La phagocytose est donm processus complexe intervenant dans la répimmunitaire. I
existeplusieurs modes d'initiation potenti (Chimini and Chavrier, 2000) :
- La phagocytose médiée par les récepteuy (particulesrecouverte avec des anticorps).
- La phagocytose médiée par le récepteur C3 (pzes opsonisées avec des fragment
complément).
- La phagocytose des corps apoptotic

La complexité de ces différents mécanismes estrésulans |Figure 28.

waSP l:\;rd{
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Figure 28: Meécanismes de phagocytose. (A) Phagocytose médiée les récepteurs Fy. (B)
Phagocytose médiée par le récepteur C3. (C) Phamgpseydes corps apoptotigl (D'apres Chimini et al,
2000).

Ce sont les phénoménes de locomotion présentés ldaFigure 29 qui permettent au
macrophage d’entrer en contact avec le corps éranghagocyte La polymérisation de I'actin
entraine la protrusion des pseudopodes et la on de points de contact focaconduisant aux
phénomeénes de traction.
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Polimérnisation
d’actine

Formation de plaques
d'adlérence
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Contraction des filaments d'actines

Force netie
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Figure 29: Déplacement orienté d’'une cellule sur un supp: phénomene déocomotior (Adapté de
archimede.ca).

A titre d’exemple, dférentes équipewont étudiél’étape de reconnaissance eiadhésion
(Beamer and Holian, 2005Hamilton et al., 200¢). Grace a ltilisation d¢ modeles de souris
transgéniques porteuses de déns pour certains récepteurs de la phagoc, il semble que le
récepteur cavenger MARCO (MAcrophage Receptor with CollagenStructure) a la surface c
macrophages soen partie responsable de la phagocytose desyladide silice. Ce n’est pas
seul récepteur impliqué car une délétion totale dAR@O ne bloque pas completement
phagocytose de separticules, mais la diminue significativement. r€eepteur joue toutefois 1
réle important dans la phagocytose de silice pamacrophages. D’autserécepteurs tels que |
récepteurs scavenger de type A, les récepteurslEs Bicepteurs du complément pourraaussi
étre impliqués pour dgzarticulesde nature différent@Andoh et al., 1991 Beamer and Holian,
2005, Kobzik, 1995)

Comme nousd verrons de facon plus détai dans la partie suivantes tytosquelette est ul
structure dynamique et adaptable indispensabl’étape dinternalisation. L’adhésion de la
particule au macrophage entraine une cascade d&ig régulée principalemt par des
processus de phosphorylatiamenduisant a une réorganisation du cytosqueletibe-ci implique
notamment 'hctine et en particulier les filaments d'ac-F (forme polymérisée). Cett
réorganisation se fait grace a de nombreuses pest&t enzymes surtout les Rho GTPases.
permet la formation des pseudopodes qui vont eatdarparticule en contact et conduirson
internalisation en formant un phagoso

Pour I'étape dedigestion les lysosomes sont des composants particuliersndesophage
correspondant a des organites délimités par unel@ppe constituée d’'une seule membrane
contiennent de nombreuses enzymes de dégradatem.lysosomes sont noreux dans les
macrophages, approximativement sphériques et tituleiement un diametre de 2-500 nm.
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Véritable systeme digestif de la cellule, les lysnes constituent une population d’organites
intracellulaires possédant une activité enzymatitjigjue et devant étre entourés par une
membrane. Il existe deux types principaux :

- Les lysosomes primaires, vésicules sphériques a@m®,5 um de diametre au contenu
homogene.

- Les lysosomes secondaires, de taille variable eitecant le méme eéquipement
enzymatique que les précédents avec en plus, diubetrats en cours de dégradation.

Le caractere commun des lysosomes est de renfed®er enzymes lytiques dont une
quarantaine sont décrites, appartenant toutes apgrdes hydrolases acides. Celles-ci peuvent
étre des protéases, des nucléases, des phosphalasedipases, des phospholipases, des
glycosidases ou des sulfases et sont en quantitéblea selon les types cellulaires. Le pH
d’activité se situe aux alentours de 5, ce qui pegeobléme de leur compartimentation dans la
cellule.

La membrane des lysosomes, normalement impermeéalues enzymes ainsi qu’aux ions,
représente un systeme fermé a l'intérieur du cgpk et dans lequel le pH va diminuer,
dévoilant ainsi I'activité enzymatique sans risqueir les autres composants cellulaires. L'acidité
intralysosomiale augmente progressivement gracen asystéme de transport actif utilisant
I'énergie fournie par I'hydrolyse de 'ATP et quompe des ions Ha l'intérieur du lysosome.

Si les lysosomes primaires contiennent le matémglymatique nécessaire a leur fonction de
digestion, leur transformation en lysosomes sedogglpermet la mise en contact de ces enzymes
lysosomiales avec différents types de substrats.lysosomes secondaires peuvent résulter de la
fusion des lysosomes avec des vacuoles de phagecytdo phagosomes, contenant de grosses
particules telles que des bactéries. On les apdefigphagolysosomes, dans lesquels les particules
ingérées seront lysées. Les lysosomes primairesepelaussi fusionner avec des vésicules
d’endocytose avec récepteurs ou des vésiculesndeyose. Les lysosomes secondaires prennent
alors un aspect classique a contenu hétérogenalpmicelui de corps multivésiculaires, c’est-a-
dire de larges vacuoles digestives renfermantdsicules d’endocytose.

La digestion des substrats dans les lysosomes d&ces se fait de facon tres économique : les
molécules de faible poids moléculaire qui en réstltraversent la membrane lysosomiale et
seront réutilisées par la cellule. Si certainesérules ne sont pas métabolisables, elles persistent
dans les lysosomes sous forme de corps résiduelsx-€ seront alors expulsés dans le milieu
extracellulaire par exocytose.

Par leur capacité de dégradation, les lysosomesgient aux cellules d’assurer des fonctions
précises, a la fois pour elles-mémes et pour lwggae entier. lls jouent un rble dans le
renouvellement des constituants cellulaires, leabwisme de certaines molécules ingérées par
endocytose, la régulation de la sécrétion glancjlda défense de I'organisme principalement
grace aux macrophages, ou encore l'involution @éfen ou temporaire de certains organes
comme le thymus ou la glande mammaire et les phénesde vieillissement.
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Figure 30: Schéma récapitulatif des activités kies des lysosomes (Histologie, Jean Pierre
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Concernant 'étape ddigestion, I'équipe de Thibodeaet al. (Thibodeau et al., 2004)a
travaillé sur l'activité enzymatique lysosomale slashes macrophages de souris au cours de
I'apoptose induite par la silice. Il était déja@iague I'exposition de macrophages a la silice
causait une dépolarisation mitochondriale et unéva®n des caspases-3 et -9 conduisant a
'apoptose. Les auteurs ont montré que la fragniientale 'ADN (acide désoxyribonucléique) et
l'activation de ces deux caspases diminuent avwadidation d’inhibiteur de la cathepsine-D
lysosomale (protéase tenant une place importantes d¢& dégradation des protéines par le
lysosome), et de l'acide sphingomyeélinase lysosenf@hzyme phosphodiestérase qui agit sur la
sphingomyéline que I'on trouve dans les membrarmdisilaires). Ces deux molécules auraient
donc un réle certain dans les voies de signalisapoptotique induites par la silice.

L’équipe de Steinbergt al. a étudié I'acidification du phagosome et montr&ige fois formé,
le phagosome entre dans un processus de matueat@@nde nombreux réarrangements et une
acidification du compartimerfSteinberg et al., 2007)

Certains lipides comme les sphingolipides, le c$tél®l, et les glycérophospholipides,
semblent intervenir au cours du processus de plggs; notamment dans la formation des
phagosomegYeung and Grinstein, 2007)

Les phagosomes ont été étudieés grace a l'utilisatie sondes fluorescentes spécifiques
marquant des compartiments intracellulaires défiBassoe et al., 2003pP’apreés la littérature, la
sonde Lysotracker®red permet le marquage des \ési@cides, surtout les lysosomes. Les
analyses sont réalisées en cytométrie en flux (C&iEn microscopie confocale. Cette technique
pourrait s’'avérer également intéressante pour nétede, car avec une telle approche
expérimentale il est envisageable de développeranadyse quantitative de la co-localisation
nanoparticules/lysosomes aussi bien en CMF qu’enasiopie confocale.

48



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Enfin, concernant I'étape dejet, en général, les éléments ayant été digérés sfmiés vers
I'extérieur de la cellule par un phénomene d’exosgt Or dans le cas de certaines particules, il
semble que celles-ci ne peuvent pas étre dégraoeda cellule et s’accumulent dans le
cytoplasme comme le goudron de cigarettes ou tessfid’amiante par exemp(eippmann et
al., 1980) L’hypothése la plus probable pour I'éliminatioe des corps étrangers passe par
I'appareil muco-ciliaire qui permettrait I'expecttion de ces macrophages ou bien leur passage
dans I'appareil digest(fAkiyama et al., 2003, Geiser, 2010)

11.2.2.3.1 Quantification du processus de phagocyto se

Les macrophages préseimsvivo au sein de I'appareil respiratoire humain et grécisément
dans les alvéoles pulmonaires, participent a laidvar défensive de I'organisme. En effet, ces
cellules présentent une activité de phagocytosdéequipermet d’éliminer les particules étrangeres
atteignant les alvéoles. D’anciennes études fgat@ét de ce mécanisme et des différentes fagcons
de quantifier ce phénoméne notamment grace aidafibn de particules fluorescentes et de
techniques de CMF ou de microscopie classi@ian Amersfoort and Van Strijp, 1994,
Stewart et al., 1986, Hed, 1986)I est aussi possible de mesurer ce processusamére plus
indirecte en quantifiant des molécules ou des anbst relarguées au cours de la phagocytose
comme le stress oxydant, de facon plus généralent@écules de la réponse immunitaire
(opsonines, facteurs du complément, etc.) ou laatpde destruction bactérienfyerhoef and
Waldvogel, 1985, Karnovsky and Badwey, 1986, Absaig 1986)

L’équipe de Balduzzet al. a réalisé une études intéressante de quantificatirecte de la
phagocytos€Balduzzi et al., 2004) Les auteurs ont mis en contact des macrophagss des
particules de silice a différentes concentratioesdant 24 heures, puis ont évalué le potentiel de
phagocytose en incubant les cultures avec des bi#datex fluorescentes de 2 um de diametre. lls
ont alors quantifié la fluorescence par CMF. llI$ observé qu’un traitement a la silice limite les
fonctions de phagocytose des macrophages. Cepeddast cette étude ce ne sont pas les
particules d’intérét qui sont directement analysegaescelles-ci ne sont pas fluorescentes. Il s’agit
donc d’'une évaluation indirecte de la phagocytosg plarticules en remplacant les particules
d’intérét par des billes fluorescentes de taillai¢glente. Cependant ces billes ne présentent pas
les mémes caractéristiques de surface que lesylegid’intérét, et il est tout a fait possible dgie
processus de phagocytose ainsi observé soit deergdtd’intensité différente.

Peu d’études quantifient efficacement le nombreatéicules internalisées par les macrophages
alors que ce parametre apparait tres importantgard des données biologiques de toxicité.

Certaines équipes travaillent avec des nanopagsdiliorescentes et quantifient la fluorescence
grace a des techniques de fluorimétrie mais nendien pas compte de la proportion de
nanoparticules réellement internalisées par rapgaxt nanoparticules simplement adhérées a la
surface des cellule@u et al., 2007, Sant et al., 2008, Yan et al., Z0). De méme, plusieurs
equipes utilisent la CMF et le parametre de sidétacpour quantifier une population de cellules
phagocytantes. Mais cette méthode est incompléte gtermet pas de distinction précise de la
localisation des nanoparticules au niveau celleldin effet ce paramétre donne une information
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sur la complexité cellulaire globale sans tenir ptendes particules adhérées au niveau de la
membrane plasmiqu@soldsmith et al., 1997) Il en est de méme dans la publication suivante
(Haberzettl et al., 2007) ou I'évaluation de la phagocytose par CMF, sedsdice a la mesure du
Right Angle Scatter (RAS) qui est corrélée avegrenulométrie de la cellule analysée. C’est un
parametre pertinent pour mesurer l'interaction eeéss macrophages et les particules, mais ce
n'est pas suffisant pour une quantification prédigseombre de particules ingérées par la cellule.

Seules certaines équipes distinguent les nanopladic adhérentes des nanoparticules
internalisées. Le quenching au bleu trypan egsétlbrsque les nanoparticules sont fluorescentes
(Clift et al.,, 2008, Gratton et al., 2008) sinon d’autres mécanismes tels que I'élimination
physique ou chimique des nanoparticules adhéréeséaisée¢Cho et al., 2009)

D’autres méthodologies de quantification sont baséer une propriété particuliere des
nanoparticules utilisées comme par exemple la aatiidté (Su et al., 2010)

Enfin certaines équipes ne quantifient pas du tbinternalisation mais réalisent des
observations microscopiques, grace a des technitplies que la microscopie électronique a
transmission (MET) ou la microscopie confocale, rppauvoir affirmer que les nanoparticules
sont bien internaliséefSong et al., 2010)Malgré le manque de données quantitatives il est
cependant plus facile de déterminer le mécanismeopdérant d’internalisation impliqué grace a
la MET.

Au vue de ces données de la littérature, une approwltiparamétrique semble essentielle pour
aborder la question de l'internalisation des nanaopdes dans les cellules.

I1.2.3 Le cvytosquelette : structure d’interaction a vec le milieu
environnant

Le cytosquelette est une organisation spatiale rdymee, responsable de la forme d’'une cellule
et de ses propriétés d’adhérence et de mobiliEsdiire aussi de nombreuses autres fonctions, en
association avec différentes protéines, comme iatrea de la structure interne, et en particulier
des compartiments cellulaires, le mouvement desposants de place en place au sein de la
cellule (tri et adressage des protéines intracggplques par exemple), la division cellulaire,
'ancrage aux membranes des cellules voisinespraation de protrusions ou d'involutions
membranaires (importantes pour la phagocytosewgtipanigration cellulaire : pseudopodes) et la
contraction des cellules musculaires. Le cytosdteejeue un réle majeur dans les phénomeénes
d’internalisation.

Il comprend trois composants organisés en réseauxfildments cytoplasmiques : les
microtubules (regroupés autour d'un centre organisateur), tegrofilaments d’actine
(ubiquitaires) et legilaments intermédiaires (Figure 31). Les trois systemes de filaments sont
extrémement dynamiques et modifient leur orgarisatin réponse aux besoins de la cellule. Ces
structures sont des polymeres en forme de filsstto@s de milliers de molécules protéiques
identiques. Sur le plan fonctionnel, ces polymé@m® associés a de nombreuses autres protéines
accessoires. Nous nous proposons dans cette gartiétailler les constituants du cytosquelette et
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leurs modes de régulatiom énsistant tout particulierement sur les filamed#ctine impliqué:
dans le processus de phagocy.

Fl Actine

Figure 31: Les trois principaux constituants du cytosquek: filaments intermédiaires (Fl,
microtubules (MT) etmicrofilaments d’actir (Adapté de humans.be).

[1.2.3.1 Filaments intermédiaires et microtubules

Les filamentsntermédiaire sont des molécules fibrillaires stables d’un diamele 8 a 10 nr
(intermédiaire entre celui de I'actine et celui deisrotubules). lls se disposent autour du no
gu’ils entourent a la maniere d’une corbeille, 'étendent jusqu’a laériphérie cellulaire, sous
membrane plasmique. Parmi les systémes de filansgtdplasmiques, ce sont les plus stables
s'insérent sur des protéines irrmembranaires par l'intermédiaire de protéines eségue:
cytoplasmiques. lls concourent gement au maintien de la forme cellulaire et actage de:
organites cellulaires. lls jouent un rdle mécanique en regdat la solidité cellulaire. I
interviennent aussi dans l'adhéle et la cohésion cellulaire car ils sont en refatavec le:
desmosomes et les hémidesmosomes (jonctions aedk)

Lesfilaments intermédiairede divers tissus de mammiféres se ressemblent dgaumcais sor
en fait constitués de monomeres de pres differentes, on parle de neurofilaments dan:
cellules nerveuses, de filaments de desmine damscddules musculaires, de filaments
vimentine dans les fibroblastes et de filamentstitiés de kératine dans les cellules épithél

Ces diverss protéines peuvent générer une structure commparce que toutes partagent
méme structure de base. Cette derniére est carestifune partie centrao-hélicoidale ainsi que
de deux extrémités carboxgt amin«-terminales noriélicoidales. La plupt des variations entre
les protéines dedilaments intermédiairc se situent dans ces extrémités qui confeé
probablement des propriétés légerement différerdas différentes classes dfilaments
intermédiaires.

Les microtubulessont de longs polymér constituésd’hétérodiméres de tubulinaf, qui
possédent une extrémité pldistale (proche de la membrane cellulaigelune extrémité moins
proche du noyaulls ont la forme de tubes creux 25 nm dediamétre dont I'assembla
(polymérisation) et le d@assemblage (dépolymérisation) a partir d’'un p@lntbnomeres (le
molécules de tubuline) dépendent de I'hydrolyse @€&P (guanosine triphosphate).
microtubulesse disposent radiairement autour du centre ordgamisales microtubules au:
appelé centrosom&ng et al., 200).
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A leur extrémité plus (+)a croissance peut s’effectuer rapider A I’ extrémitémoins (-) des
sous-unités de tubulingl sont perdues si elles ne sont pas stabilisées.dsota croissance, d
molécules de tubuline sont ajoutées a I'extrénitit@] Aprés polymérisation et croissance surv
une hydrolyse de la GTP (Guanosine Triphospateaffaiblit les liaisons des us-unités, ce qui,
finalement, conduit a une dépolymérisation. Maextrémité libre peut étre stabilisée par
protéines couvrantes. Lasicrotubulesne sont pas des structures permanentes, leurvie est
d’environ dix minutes. Cemicrotubulessontdits labiles et sont caractérisés par leur ingtet
dynamique. L’instabilité dynamique se définit pax tomportement demicrotubules qui
subissent, en permanence et trés rapidement, dsegtde polymérisation et de dépolymérisa
Ces microtubuledabiles sont opposés aumicrotubulesdits stables qui s’integrent dans «
structures complexes comme les centrioles et 'amandes cils et des flagell

Les MAPs (microtubulessociated proteins, protéines associées au nticiledusont de
protéines interagissant avec hascrotubules(Lamprou et al., 2005) Les MAPs qui regroupel
les MAPs structurales et les MAPs motrices, sostaietéines s’associant avec les tubula et
B.

Les MAPs structurales constituent, avec les tulslirdes associations spécifiques trés fc
qui stabilisent les MT et organisieleur assemblac

Les MAPs motrices interviennent dans le déplacendériganites (kinésine et dynéine).
kinésine assure des transports en direction du gpasédif (mouvement antérograde’organites
ou de grains de séti@n. La dynéine est respcable des mouvements rétrogrades (en directic
pole négatif). Leur sens est spécifia la polarité des microtubuleKinésine et dynéine sont d
ATPases qui utilisent I'énergie de I'ATP (adénodimghosphate). Ces protéines ont des struct
tres wisines, ce sont des complexes composés de deinesHaurdes identiques et de plusie
chaines légeres. Chaque chaine lourde possedeégimm rcomportant une ou plusieurs té
globulaires, qui attachent la protéinemicrotubule. L'extrémité globuiee de la kinésineu de la
dynéine se fixe sur les molécules de tubuf. La kinésine et la dynéine se déplacent par
d’'une sous-unit@ a la suivante. Les deux chaines légéres se lienbi@anites ou a la membra
des vésiculesHigure 32).

pole négatif (=) pole positif (+)

- | Domaine Domane
Vers A de téte de téte e, Vers la membrane
le noyau ) cytolplasmique
] " A
- 4 _
t\f % Chanes ." Coiled~coil

Base ] ~ légere et {
4 A / intermeédiaire Y

Dynéine 11 (%

? Queue ‘ B

Y (7]

Chaine légére

Kinésine

Figure 32: Moteurs moléculaires et cytosquele (facbio.com).
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Ces protéines motrices sont le fondement de I'osgéion spatiale des organites et de leur
déplacement correct dans la cellule.

Il existe aussi des protéines non MAPs associées raigrotubules mais elles ne sont
actuellement pas toujours bien définies. Ellesisatampliquées dans la transduction de signaux
et s’associeraient temporairement aux microtubuRes. exemple la neurofiboromine, des sous-
unités a de plusieurs protéines G, la géphyrine, certakinases et enfin la dynamine (une
GTPase qui intervient dans I'endocytose et posskedesites de fixation microtubulair@prth
and McNiven, 2003 , Ochoa et al., 2000)

De nombreuses fonctions sont attribuées aux micobés comme le déplacement des
chromosomes, le maintien de la polarité cellulavelintégrité de I'appareil de Golgi. Seules
certaines fonctions vont nous intéresser plus gééoént comme le transport des vésicules
d’endocytose, leur réle dans I'excrétion et le tiamde la structure de la membrane plasmique.
Concernant le transport des vésicules d’endocytese/acuoles de pinocytose ou les phagosomes,
immédiatement apres leur individualisation, se tlianx microtubules par lintermédiaire de
CLIP170, une protéine cytoplasmique de liaison aggocie les vésicules aux microtubules. Les
dynéines relaieront ensuite CLIP170 et assurestrahsport en direction de I'extrémité négative.
Les éléments transportés s’accumulent ainsi dasisadgons voisines de I'appareil de Golgi et des
lysosomeg(Binker et al., 2007) Concernant enfin le maintien de la structure alenembrane
plasmique, la phagocytose se caractérise par Etnadion d’'une partie de la membrane plasmique
dans le cytoplasmginder et al., 2000) La membrane contient des sites spécifiques depoat
des acides aminés. Dans les conditions normalegoats de la phagocytose, ces sites sont
respectés et restent tous dans la membrane plasmitpu telle sorte que la membrane du
phagosome n’en contient pas. Cette répartitiorsiles dépendrait des microtubules.

[1.2.3.2 Microfilaments d’actine
11.2.3.2.1 Généralités

Les microfilaments d’actine, d’'un diamétre compeistre 6 et 8 nm, sont des polyméres de
I'actine ubiquitaires dans les cellules eucaryolesis classes d’actine sont actuellement connues.
L’actine a est présente essentiellement dans les fibres tairesustriées et dans les cellules
musculaires lisses, I'actirg et I'actiney dans les cellules non musculaires. L'actine existes
toutes les cellules sous deux formes : la forméwgiore ou actine G et la forme fibrillaire ou
actine F. La forme G est la forme de stockage. jideséde une structure en forme bivalve (deux
domaines a concavité interne) pouvant s’ouvrir gowgr ’ATP dans un site de liaison. L'actine F
provient de la polymérisation de I'actine G et @léa forme d’un filament d’'un diamétre moyen
de 7 nm Figure 33). De plus, les microfilaments d’actine sont paés, avec une extrémité plus
(+) a croissance rapide (polymérisation) et uneréexité moins (-) a croissance lente qui
correspond plutét a un site de dépolymérisation.
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Molécule d’actine
|

Extréemitée
plus

Extrémité
moins

Figure 33: Présentation d’'un microfilament d’actin (humans.be).

La polymérisation de I'actine dépend de la présestcde la concentration (Mg™™, de K,
d’ATP et d’actine G. De plus,iverses protéines de liaison a I'actine détermir@mtucléation €
la polymérisation et, par voie de conséquence,dsitipn et la longueur demicrofilaments
d’actine. Ainsi, & protéine WASp (Wiskc-Aldrich syndrome) intervient dans la polymérisatiol
I'organisation degnicrofilaments d’actine(Tsuboi and Meerloo, 2007) Une autre famille d
protéines esassociée a I'actine et joue un réle dans la catistit des filaments et lors de le
liaison entre eux ou avec d’autres molécules, ¢d ks protéines de liaison ou ABP (ac
binding proteiry protéines de liaison cl’actine) qui, en s’associant aumicrofilaments d’actin,
interviennent dans leur polymérisation et leur d@périsation, leur stabilisation, le
organisation en faisceaux, leur organisation eeangs, leur fragmentation, leur fixation sur la f.
interne de la membrane plasmique, leur desion ou leur fragmentation, etc.

[1.2.3.2.2 Organisation des microfilaments d’a ctine et contacts focaux

L’actine G passe par des alternances de polymémsat de dépolymérisation, I'actine F |
des états de réticulatiat de déréticulation, des états fasciculés et défales. Ainsi il existerois
principaux types d’organisation dmicrofilaments d’actine dans les cellul&gure 34).
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Organisation
» En faisceau paralléle ou anti-paralléle
» Enréseau

‘\F ]:\// g

Faisceau contractile Réseau de type gel Faisceau paralléle serré

T 00nm
Figure 34: Organisation des microfilaments d’actine au niveaellulaire.

Les faisceaux contractiles (ou fibres de stress)t associés a des molécules deosine Il. lls
peuvent soit s’insérer sur la membrane plasmiquaiaeau de points de contacts focaux,
constituer des anneaux contractiles, soit étrecé&ssa@ des jonctio. L’'activation de la petits
protéine G Rho provoque la formation des fibre tension.

Les faisceaux serrés sont des structures congtipgedesmicrofilaments d’actineparalleles
orientés avec la méme polarité. lls ne sont pasgraciies et s’observent en particulier dans
filopodes ou les lamellipodes (expansions fimes intervenant dans les mouvements
déplacement). & nucléation demicrofilaments d’actine esh 'origine de laprotrusion de la
membrane plasmique.

Enfin, les microfilaments d’actinecontrdlent la viscosité du cyt@dme en s’organisant
réseaux. Ainsid réticulation demicrofilaments d’actingar la filamine fige le cytoplasme et
transforme en une substance <solide, un gel. La fragmentation descrofilaments d’actingar
la gelsoline joue un rdle fondamental dans I'exocyto(Lanzetti, 2007). En effet, les
microfilaments d’actineéalisent un véritable feutrage s-membranaire qui s’oppose au pass
des grains de sécrétion. Il est nécessaire gumicrofilaments d’actinesoient localement détrui
pour permettre aux grains de sécrétion de gagnarelmbrane plasmique. Le déplacement
grains de sécrétion en direction de la membransnptpe dépend de la myosine | et
microfilaments d’actine.

Un autre phénoméne toatfait intéressant concernant le cytosquelporte su la formation de
points de contact focaux en périphérie des cellodesme par exemple au niveau des podose
qui sont des structures spécifiques des macrophaigss ostéoclastes et de certainedules
tumoralegAdams, 2002) Les points de contact focaux (plaques d’adhégitagues d’adhérenc
sont des zones d'adhérence de la membrane plasraigugibstrat. lls contiennent SAM
(Substrate Adhesion Molecule, molécule d’adhésionsabstrat) comme les intégrines. |
intégrines constituent une famille de glycoprotsihnétérodimériques transmembranaires, cap.
de se lier et de reconnaitre de hombreux composienks matrie extracellulaire. Les molécul
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d’intégrines (récepteur d’adhésion) s’attachent par leur exterektracellulaire éun de leur
ligand, la fibronectine synthétisée par la celln trouve dans ces points de contact foc
différentes molécules commevaculine (Ziegler et al., 2006)faisant le lien entre les intégrin
et le cytosquelette d’actine et la taline gi-localise avec les intégrines. La taline peut élikee
par la calpaine qui est une enzyme impor dans la dynamique des points foc:

Les podosomes sont des structures complexes coemmerltre leFigure 35. La paxilline, lo-
actinine, la gelsatie et la dynamine entrent aussi dans la compositesnpodosomes. lIs sc
visualisables par microscopie a fluorescence otfiocale et sont donc quantifiables en appligt
une analyse adéquate basée sur I'utilisation d'args spécifiques couplés &s fluorochromes.

RING CORE RING

Figure 35: Schéma détaillant la structure des podosol. Une organisation particuliere dedifférents
types de protéinesntégrines, vinculine, paxilline, talinea-actinine et filaments d’actin) existe a la
périphérie et au centre du podosome (Actin dynantiézP 1464.

Cdc42 est un gene important qui code pour de pe@€Pases de la sous famille Rho/l
impliquées dans la régulation du cytosquelette. pestéines Rho sont impliquées dans
réorganisation et 'assemblage des contacts foeale réorganisation deslaments d’actine. Le
interactions membrane/actine, au niveau des canfacaux, interviennent dans l'ancrage
cellules au substrat, la régulation de la locommtellulaire, le contréle de la forme cellulaira
stabilisation des attachements autres cellules et les réponses cytoplasmiques actedrs de
croissance et aux autres stim{@eiger and Bershadsky, 20C, Hall, 2005 Hotchin and Hall,
1995)

D’autres publications soulignent I'implication dého GTPases dans la réorganisation
cytosquelettéChimini and Chavrier, 200C, Castellano et al., 2001Niedergang and Chauvrier,
2005) ainsi que le réle de certaines protéines comme-6 (Gillingham and Munro, 2007).
ARF-6 (ADPribosylation factor €, localisée dans la membrane plasmique, est impligaée de
nombreux processus incluant 'endocytose et I'oiggion du cytosquelette d’actine. Son mc
d’action impliquerait 'augmentation de la synthésephosphatidylinositol 4,- biphosphate et la
régulation de protéines G de la famille Rho. Unelétou des mutants dominants négatifs |
ARF-6 ont été utilisés mare par microscopie électronique qu’A-6 serait un régulateur maje
dans le recyclage des membranes au cours de lagfiage(Niedergang et al., 200).
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Enfin, il a été observé que certaines particulésxfdle de titane, carbone, particules diesel et
poussieres urbaines) entrainaient des dysfonctments du cytosquelette impliqués dans la
phagocytose et dans les mécanismes de transpaita@é notamment montré par I'équipe de
Moller et al. grace a des études en CMF et en cytomagnétomdiri@a été observé une
augmentation de la rigidité du cytosquelette et widficience au niveau du transport des
phagosome@Moller et al., 2002, Moller et al., 2005)

11.2.3.2.3 Toxines influant sur les filaments du cy tosquelette

Le dernier point concernant les données sur lesquelette concerne les toxines interagissant
avec les microfilaments d’actine et que nous @ibss comme inhibiteurs de la phagocytose dans
une partie de nos travaux.

En effet, la survie des cellules eucaryotes dépegmd’équilibre entre I'assemblage et le
désassemblage des filaments hautement conservégahquelette. Les microfilaments d’actine
du cytosquelette de certaines cellules entrenteandpns les processus d’internalisation et plus
précisément de phagocytose comme nous l'avons geguéent évoquéNiedergang and
Chavrier, 2005, Jones, 2000)La publication de I'équipe de Haberzettlal. montre I'implication
de I'actine dans la phagocytose induite par desicpdgs de quartz sur une lignée de macrophages.
Les auteurs réalisent une étude du recrutement ythsquelette lors de lincorporation de
particules visualisée par CMF et microscopie argsoence. L'auteur montre que I'inhibition de
la polymérisation de l'actine par la cytochalasihemplique une diminution de l'incorporation
des particules. Le quartz, connu pour augmenterdéauction d’especes oxygénées réactives
(ROS pour Reactive Oxygen Species en anglais) génaration de TNk-(tumor necrosis factor
alpha) voit sa phagocytose bloquée quand la poigatérn de I'actine est inhibée. Il y a donc une
forte implication du cytosquelette dans l'incorpgaya des particules de quartz au cours de la
phagocytos¢Haberzettl et al., 2007)

L’actine et la tubuline sont des cibles pour degnies naturelles a action ciblée sur ces divers
types de filaments et sont résumées daraldeau 4 Certaines de ces toxines sont employées
notamment dans les traitements de chimiothérapie.

SUBSTANCES CHIMIQUES SPECIFIQUES DE L'ACTINE

Phalloidine Se fixe sur les filaments et les stabilise

Cytochalasine Coiffe les extrémités plus des filaments

Swinholide Sectionne les filaments

Latrunculine Se fixe sur les sous-unités et empéche leur polymérisation
SUBSTANCES CHIMIQUES SPECIFIQUES DES MICROTUBULES

Taxol Se fixe sur les microtubules et les stabilisent

Colchicine, colcémide Se fixe sur les sous-unités et empéche leur polymérisation
Vinblastine, vincristine  |Se fixe sur les sous-unités et empéche leur polymérisation
Nocodazole Se fixe sur les sous-unités et empéche leur polymérisation

Tableau 4 : Tableau récapitulatif des principalesxines ciblant le cytosquelette.
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Ainsi, dans notre étude, la phagocytose a été B@n ajoutant ces molécules spécifiques aux
cultures de cellules avant lintroduction des pales. Ces molécules sont des inhibiteurs des
filaments d’actine impliqués dans les réarrangemeht cytosquelette nécessaires a la phase
d’initiation du processus de phagocytose et fontigodu tableau précédent. La premiere molécule
testée a été la Cytochalasine-D (Cyt{Blaberzettl et al., 2007, Kanno et al., 2007, Molteet
al., 2002) Cette toxine bloque la polymérisation des filameatiactine du cytosquelette qui sont
recrutés lors des phases initiales du processyshagocytose. Une seconde molécule présentant
exactement le méme mode d'action que la Cyt-D auiensté testée. Il s’agissait de la
Latrunculine-A (Lat)(de Oliveira and Mantovani, 1988, Oliveira et al. 1997, Oliveira et al.,
1996, DeFife et al., 1999)Enfin, une troisieme molécule ayant un mode @actifférent par
rapport a la Cyt-D a aussi été testée. Il s'adgigdmila Jasplakinolide (Jasp) qui bloque l'actine
sous sa forme polyméris§®daka et al., 2000, Powers et al.,, 2006P’un point de vue
comparatif, les cellules ont aussi été traitéesparaformaldéhyde (PFAjVanderslice and
Collins, 1991, Moon et al., 2007 Cette fixation des cellules au PFA permet d’olstdas cellules
mortes incapables de phagocyter les particules gtpe de traitement a constitué notre référence
absolue afin de comparer I'efficacité des inhihitedu cytosquelette d’actine.
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lll. Impact des parameéetres physico-chimigues sur
I’activité biologigue

Le risque toxique résulte d’'une part de la toxidgitinseque d'un produit et d’autre part du
niveau d’exposition des personnes. Or la toxigiténseque des nanoparticules dépend de leurs
parametres physico-chimiques tels que la natunaighe, la solubilité, les propriétés physiques,
la dimension, la forme, la structure, etc.

Nous verrons donc dans un premier temps l'impacteseparamétres avant de développer la
notion de nanotoxicologie.

1.1 Influence des parametres physico-chimiques

Dans le cas des nanoparticules il est nécessairprafelre en compte certains parameétres
spécifiques non évalués dans les tests de toxilEssiques. Ces parametres sont principalement
des parametres physicochimiques. lls sont résuiés léTableau 5puis exposés plus en détail
avec quelques exemples concrets.

Taille
Surface spécifique
Distribution en taille
Forme
Porosité
Agrégation
Elément chimique
Pureté
Structure cristalline
Propriétés électroniques
Fonctions chimiques de surface
Recouvrement inorganique ou

Morphologie

Composition chimique

Surface organique
Potentiel surfacique
e . - Solubilité
Stabilité physico-chimique Acidite/Basicite

Tableau 5 : Principaux parameétres physico-chimiqudes nanoparticules pouvant avoir une influence
sur l'activité biologique (Adapté de Zeyons, 2008).

Le dépbt des nanoparticules inhalées dans chaameals régions du tractus respiratoire (les

voies aériennes supérieures, l'arbre trachéobrqoehiet la région alvéolaire), dépendrait
largement de leur diametre aérodynamique, ce quirgib avoir des conséquences sur leurs effets
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potentiels. La taille de la nanoparticule est égalet intrinsequement liée a sa surface spécifique,
au moins dans le cas des nanomatériaux solidegilleaaurait donc un impact trés important sur
la biodistribution des nanoparticules. Il est cef@rt important de faire attention a la
dénomination utilisée pour la taille des nanopaltis, en effet nous différencierons la taille mativ
de la taille agglomérée, le diaméetre aérodynaméque diametre hydrodynamique.

Le diamétre aérodynamique correspond au diamétne gdarticule sphérique de densité égale a
1 g/cm3 ayant la méme vitesse de dépot que lacplatimesurée. Le diametre aérodynamique
permet de quantifier la dimension d'une particuiemne. Le diametre hydrodynamique
comprend a la fois la taille de la particule maissa I'épaisseur de la couche de solvatation et
correspond au diametre d'une sphére théoriquewyaitde méme coefficient de diffusion que la
particule considérée. La taille géométrique d'ummaparticule peut étre mesurée en MET, le
diameétre hydrodynamique est évalué en grace &taigue de diffusion dynamique de la lumiére
(DLS — Dynamic Light Scattering) et le diamétreca§mamique avec un impacteur en cascade
(ELPI — Electrical Low Pressure Impactor).

La taille des nanoparticules serait aussi un parant@terminant au regard des phénoménes
d’internalisation intracellulairéChithrani et al., 2006, Clift et al., 2008, He eal., 2010) Nous
reviendrons plus en détail sur cet aspect danstea du manuscrit.

Les nanoparticules manufacturées peuvent avoir foeses tres diverses (par exemple :
sphériques, fibreuses, tubulaires, circulaires &ngs). La forme ou morphologie des
nanoparticules semble conditionner leurs effetojiques(Arnida et al., 2011) Il a été montré
dans des études toxicologiques expérimentalegitro et in vivo sur des particules de taille
micrométrique et de formes variées, que les paescfibreuses naturelles, comme I'amiante, ou
manufacturées, comme les fibres vitreuses, sonbcEes a des effets cytotoxiques et
génotoxiques accrus et a un risque augmenté derswgvde fibroses pulmonaires et de cancers
bronchopulmonaires. Les fibres ont une biopersigtgrius longue que les particules sphériques.
La biopersistance est une caractéristigue impatanar plus les formes fibreuses restent
longtemps au contact des cellules, plus leurseffieiogiques peuvent étre importants et déléteres
(Stanton et al., 1977)Dans une étude de Watanabe et al., des macraphbg®laires de rat ont
été exposés a des concentrations similaires deydag dioxyde de titane (T fibreuses et
sphériques (1-2m) (Watanabe et al., 2002)Les résultats obtenus en microscopie électronique
montrent des changements vacuolaires et des dorsrdagesurfaces cellulaires des macrophages
exposes aux particules fibreuses de ;T{@D0 nm). En revanche, aucun changement signfficat
n'a été observé pour les macrophages exposés atigufes sphériques. Un relargage plus
important de lactate déshydrogénase (LDH) dansilleunde culture, indicateur d’altération de la
membrane plasmique donc indirectement de cytotéxi@ été mesuré apreés exposition aux
particules fibreuses. Les résultats de ces exp@rsesuggerent que la cytotoxicité du Fd@pend
clairement de la forme du matériel. Les paramétrégues sont donc la dose, la taille et la
biopersistance des fibres. La forme des nanop&tcemble donc jouer un rdle dans leurs effets
biologiques. Ceci est confirmé par une autre étadatrant que I'efficacité de l'internalisation au
niveau cellulaire apparait fortement dépendantiaderme, de la taille et du nombre de particules
(Gratton et al., 2008)

La petite taille et la grande surface spécifiqus danomatériaux solides leur conférent des
propriétés particulieres, comme par exemple, déstsetcatalytigues de réactions chimiques.
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L’'importance de la surface devient évidente, loestpusurface des atomes ou des molécules est
prise en considération, jouant un role essentiehsdda détermination des propriétés
physicochimiques des nanomatérigbel et al., 2006) Le ratio surface/nombre total d’atomes ou
de molécules augmente de facon exponentielle avetinhinution de la taille de la particule.
Comme les réactions chimiques surviennent a laasesfceci signifie que les nanomatériaux
pourraient étre plus réactifs que ces mémes maiec@mposés de particules de plus grande taille.
Par exemple, dans un volume inhalé comportant aneemtration de 10g/m® d'air, le nombre de
particules de fum est de 0,15/ml, alors que le hombre de nanopéticde 5 nm est de 153
x10P/ml, soit une augmentation d’un facteur’ Har rapport aux particules deufn. Leur surface
totale respective est de 1h?/ml et de 12 00@m2/ml, soit une augmentation d’'un facteur 1000
par rapport aux particules deudhn de la surface de contact avec les membranedaiediiet les
molécules biologiques, expliquant une plus granggctivité biologique des nanoparticules a
concentration massique de particules égale, ave@roduction de radicaux libres et un potentiel
pro-inflammatoire accru@onaldson et al., 2001)Cela introduit le probleme des métriques et de
la dose qui seront développés par la suite de xErienentations.

La composition chimique ainsi que la structuretalime des nanoparticules sont aussi des
parametres conditionnant leur activité biologigear exemple, la silice sous sa forme cristalline
est connue pour étre plus toxique que sous formar@re (Elias et al.,, 2000, Gilberti et al.,
2008, Governa et al., 2005, Johnston et al., 200Qpa nature métallique de la particule ou la
présence de métaux de transition, impuretés dwepsos de fabrication, peuvent également avoir
un impact important sur les réponses biologiqueseftet, les métaux de transition, provenant de
nanoparticules non manufacturées, sont impliquéss da génération de radicaux libres de
I'oxygene, molécules trés réactives pouvant modiiféérents processus biologiques et causer des
dommages cellulairgdel et al., 2006) Par exemple, il a été montré que le fer notammeens sa
forme Fé' est impliqué dans les effets pathologiques desicpies issues de la pollution
atmosphérique urbain@ark et al., 2006, Bachoual et al., 2007 a biodisponibilité du fer
provenant de particules en contact avec des celépéhéliales décroit avec I'augmentation de la
taille de la particulgBall et al., 2000) Dans ce cas, le fer était responsable de I'indnat’'une
cytokine proinflammatoire, l'interleukine-8 (IL-8De plus, une autre étude a montré que les
difféerences de comportements de nanoparticulesegard de la toxicité sont pour la plupart
causées par un taux et une répartition différemt® métaux contaminants de surface, surtout
I'aluminium, les groupements silanols et le fEubini et al., 2004) La composition de la chimie
de surface des nanoparticules semble donc probabtemplus importante encore que la
composition chimique intrinseque puisque l'essérdies réactions chimiques se fait avec les
molécules de surface. La surface de la nanopagtpolirrait donc déterminer les interactions des
nanoparticules avec le vivant, mais également nevdaur pénétration au travers des membranes
cellulaires. En effet, le revétement de surfacend’nanoparticule est un parametre important et
probablement plus pertinent que le type de padgcylour évaluer la toxicité chez I'homme
(Warheit et al., 2007, Hoshino et al., 2007, Clifet al., 2008) Le revétement de surface peut
accentuer ou diminuer la toxicité de la particulaisnégalement moduler la pénétration des
nanoparticules dans la cellule ainsi que leur Biodution(Cho et al., 2009, Faure et al., 2009,
Leclerc et al., 2010) Des études expérimentales de Heckel efHsdckel et al., 2004)chez des
rongeurs exposes par voie intraveineuse a des admpes d’or revétues d’albumine montrent
une transcytose médiée par des récepteurs (pretémbaison a I'albuminejia les caveolae. La
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présence de I'albumine et des phospholipides darsvEtement liquidien des cellules épithéliales
alvéolaires pourrait, par conséquent, étre un élémmportant pour faciliter I'absorption
épithéliale des nanomatériaux. Ce concept estifjanra utilisé en nanomédecine avec la notion
de « furtivité » qui permet & une particule chardé&m principe actif (« nanocarrier ») d’atteindre
sa cible(Hillaireau and Couvreur, 2009, Horcajada et al., B10)

Ces observations conduisent a de nouvelles questioncernant les interactions protéines-
nanoparticules, plus particulierement les intecexstibiomolécules-nanoparticules lors des études
ciblées réaliséeas vitro avec les composants des milieux de culture. Et,affi nouveau concept
émerge concernant ces interactions : le conceptana »(Lynch et al., 2007, Lundqgvist et al.,
2008) Cette couche dynamique de protéines se créeefiatunent en milieu biologique et
recouvre les matériaux. Lors du contact avec lestesyes vivants, le comportement des
nanoparticules en contact avec ces protéines pbétra grandement modifié. Plusieurs études ont
été réalisées au sujet de I'adsorption de moléculassurface des nanoparticu{¥sl et al., 2009,
Kendall et al., 2004, Ehrenberg et al., 2009 Certaines montrent que la réponse cellulaire a un
matériau dans un milieu biologique dépend plusadeouche de biomolécules adsorbées que du
matériau lui-méme. Il apparait méme une notion imgsortante d’artéfacts qui pourraient exister
dans les résultats d’évaluations biologiques duessaphénomenes d’adsorption. L’équipe de S.
Val souligne dans ces travaux la possibilité d’awdas résultats biaisés a cause des phénoménes
d’adsorption sur les nanoparticuld¥al et al.,, 2009) Certaines études soulignent aussi
importance des protéines du sérum utilisé enucalcellulaire(Merhi et al., 2011, Ruh et al.,
2011) De plus, les travaux d'une doctorante de notraipég (M. Pailleux) insistent sur
limportance de prendre en compte outre I'adsomptite biomolécules d'intérét couramment
guantifiées dans les tests de toxicité (TNF, autygskines, LDH, protéines du sérum, etc.) sur les
nanoparticules, I'adsorption de ces mémes biom@@saur les supports de cultunevitro (boites
et plaques), ainsi que la cinétique de dégradatobiomolécules d’intérét au cours du temps et en
fonction de la température. Un systéme appropeguhtions de correction permettant un recalcul
de dosages tels que celui du ThFlans les surnageants de culture, en prenant epteaas
parametres d’adsorption et dégradation, devraie @is en place pour éviter les résultats
artéfactuels. Cette loi de correction devrait slaper pour d’autre biomolécules et d’autres
modéles cellulaires.

Enfin, le degré d’agrégation ou d’agglomération dasoparticules est généralement imputé aux
forces de Van der Waals, aux forces électrostatigueaux tensions de surface, ce qui montre que
les nanoparticules tendent plus ou moins a s’agglementre ellegFubini et al., 2010) Les
nanoparticules peuvent également s’agréger enes, @i elles sont soumises a des forces plus
importantes, rendant ainsi leur séparation pluficdd. Ces agglomérats ou agrégats, allant
jusqu’a une dimension micrométrique, peuvent adeis formes complexes et sont difficiles a
caractériser. Les phénomenes d’agglomération efrébamtion des nanoparticules peuvent laisser
supposer un dép6t différent dans I'appareil respiedu fait de la modification de leur diametre
aérodynamique. Les capacités d’agglomération inflaeient donc entre autres la diffusion et la
biodistribution des nanoparticules. De plus, conknl@issent supposer les travaux de Wang et al.
sur le tractus digestif, I'agrégation peut influencla tolérance aux particules. En effet,
'administration orale de nanoparticules de zinduib le déces d’animaux, lorsque les
nanoparticules s’agregent dans le tractus gastestinal, alors que les particules de zinc deetaill
micrométrique n’induisent pas de tels eff@igang et al., 2006) De fagon tout a fait intéressante,
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la capacité de ces matériaux a former des agregatadsorption de protéines a une influence
importante dans la clairance des particules et tans effets immunologiques et toxicologiques
au niveau de I'appareil respiratoifendall et al., 2004) Des changements dans la répartition par
taille de nanoparticules de noir de carbone (28Grim) ont été observés, par rapport a un milieu
riche en tampon phosphate de contrble. La surfdeesarption semble responsable de
l'agglomération et de la réduction de la conceiotnaen phospholipides. La survenue de tels
phénomenes dans le surfactant alvéolaire (compeageéritairement de 85% de phospholipides),
importants dans le maintien des propriétés mécasigiu poumon, pourrait é&tre un mécanisme
influant dans la survenue des effets toxiques dmsomatériaux dans l'appareil respiratoire
(Kendall et al., 2011)

Les nanoparticules ont aussi tendance a s’aggloneérenilieu biologique (milieu de culture,
etc.) lors des testsn vitro. Les milieux étant constitués de nombreux compssales
nanoparticules ont la capacité de former des atgduga adsorption de protéin@rescher et al.,
2011) Il est important de tenir compte de I'état d’amggE€ration/dispersion des nanoparticules sur
les systémesn vitro. Dans ce sens, une mesure précise de la valeyothntiel zéta des
nanoparticules utilisées dans chaque étude appatapensable.

Parmi les parametres physico-chimiques exposéssdort que la toxicité des nanoparticules
pourra probablement étre mieux corrélée a la saraiale, a la surface biologiquement active, au
nombre et a la dimension des particules, voire propriétés de réactivité des surfaces des
particules plutdét qu’'a leur masse totale. Ainsddhtification du danger des nanoparticules doit se
faire selon la nature physico-chimique de la paléiaont il est questiofiTsuji et al., 2006) De
plus, chaque évaluation est spécifique a un typecpher de nanoparticules d’ou la nécessité de
développer des nanoparticules modeles bien caisasér

[11.2 Nanotoxicologie

Les effets d'une substance toxique sur la santéfgnation de sa toxicité intrinséque et de la
quantité (dose) de produit en contact avec l'osyaei En effet, chaque substance peut étre
toxique ou non en fonction de la dose administRagacelse (alchimiste, astrologue et médecin
suisse, d’expression Allemande dans les années),1pafiois considéré comme le pére de la
toxicologie, a écrik Alle ding sind gift, und nichts ohn gift; allettie dosis macht, das ein ding
kein gift ist. »traduit en Francaig Toutes les choses sont poison, et rien n'estgaigsn ; seule
la dose fait qu'une chose n'est pas un poison »

En effet, un des principaux objectifs des étudesctbogiques consiste a établir des relations
dose-effets, afin de déterminer des doses seuitlessous desquelles aucun effet sanitaire n'est a
craindre. Classiqguement ces doses s'expriment ssenBans le cas des nanopatrticules, il semble
que la surface spécifique soit un parametre impogaur la toxicité, ce qui pourrait justifier que
la dose soit exprimée en unités de surface.

Les connaissances en toxicologie s'élaborent pdnsdrvation des effets sur I'homme :
diagnostic des maladies professionnelles et épmlégie, et par la toxicologie expérimentala :
vivo chez l'animaljn vitro sur des cultures cellulaires iatsilico par modélisation. Le terme de
nanotoxicologie est apparu spécifiguement poundmparticule¢Oberdorster et al., 2005)
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D’aprés le rapport de 'AFSSEd@atant de 2008, la revue de la littérature montre, gl'une
maniere générale, les études de toxicologie expatame disponibles utilisent chez I'animal des
doses élevées et s'intéressent aux effets sasitai@urt terme, ce qui peut correspondre a des
situations d’exposition humaine aigué mais rendréssiltats obtenus difficilement extrapolables
aux conditions réelles d’exposition chronique ediemi professionnel aussi bien qu’en milieu
environnementa(AFSSET, 2008) Les connaissances toxicologiques actuelles distint deux
catégories : les nanoparticules et les nanotuhesorg tous deux des comportements différents
dans les milieux biologiques, notamment au niveawransfert dans I'organisme et de la réponse
cellulaire. Un des premiers résultats des étuddsdimgiques est de mettre en évidence la grande
variabilité des effets induits par une expositiomx ananoparticules selon leur composition
chimique, leur taille, leur surface spécifique, ridorme et leur état de surface. D’autres
caractéristiques, comme la présence d’un surfagdaneécu de la particule dont dépend son état
d’agrégation/agglomération ou sa contamination degase éventuelle, sont également des
parameétres importants de toxicité comme montrééoigmment. Ainsi des recommandations ont
été établies en 2011 concernant les dispositifsicgagd contenant des nanomatériaux par
'AFSSAPS (AFSSAPS, Février 2011)Ce rapport conclue que pour I'évaluation biologigles
nanomatériaux, les parametres physico-chimiquesractériser de maniere générale doivent
pouvoir renseigner sur trois critéres : I'appare(iadle et distribution de taille, morphologieaét
d’agrégation/agglomération, surface spécifiquegdastitution (composition chimique, chimie de
surface) et les facteurs influencant les interastiavec les éléments environnants (solubilité/état
de dispersion, charge de surface).

Une des grandes interrogations relatives au donderia nanotoxicologie concerne cependant
la dose de nanoparticules utilisée et la manieexptimer cette dose. Dans de nombreuses
publications les résultats sont exprimés en dosssigae (Fubini, 1998, Oberdorster et al.,
2005) De cette facon des relations entre la dose massgj la réponse des macrophages
(inflammation, stress oxydant) ont été observées ges poudres de silice par exem(deuch et
al., 2004) Or, comme montré précédemment la taille est warp@tre important car des particules
de méme nature chimique mais n'ayant pas la méihe téauront pas le méme comportement
biologique car les propriétés des nanoparticuléférdnt des propriétés des macroparticules. Dans
la pratique, les résultats sont calculés en masisecpnvertis en surface. L'équipe d’Oberdérster a
montré qu’il était utile de tracer les résultatssemface comme le montre Fagure 36. Dans le
cadre de cette étude pour les résultats tracésrastidn de la masse (graphiques A et C) les
particules de 20 nm montrent une réponse beaudospmportante que les particules de 250 nm.
Or lorsque les résultats sont exprimés en fonctienla surface concernant le pourcentage de
recrutement de neutrophiles (graphiques B et D)dlsx réponses se superposent. La réponse
surfacigue est donc similaire pour les particule2d et de 250 nm, alors que la réponse massique
ne I'est pagOberdorster et al., 2000)

De plus, de fagcon générale, il a été démontré opzsse égale, la réponse biologique suite a une
exposition & des nanoparticules manufacturées ubks ou peu solubles ou a des particules
ultrafines de dimensions nanométriques est soydlestimportante que pour le méme produit a
des dimensions micrométriques notamment au pldfinflaemmation pulmonaire, de dommages
aux tissus et a linduction de tumeurs pulmonaire®ffet biologique mesuré pour les
nanoparticules semble davantage corrélé a la syréata dimension et au nombre de particules
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gu'a la masse, bien que plusieurs autres paramptnssent substantiellement contribuer a la
réponse toxiquéOstiguy et al., 2010)
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Figure 36 Pourcentage de neutrophiles recrutés dans les aleg@ulmonaires apres 24h d’inflammation
déclenchée par instillation intratrachéale de pantiles de TiQ (Oberdorster et al., 2000).

Au cours de notre étude, plutdt que de tracerdssltats en fonction des doses massiques mais
aussi en fonction de la surface, nous avons détidiéiser un raisonnement en nombre arbitraire
de particules. En effet ce mode était utilisé degsaines études traitant de I'internalisation de
particules(Simon and Schmid-Schonbein, 1988, Steinkamp et a982) L'idée étant d’aboutir
a une quantification précise du nombre de particuleernalisées par cellule avec au départ une
guantité de nanoparticules non limitante.

Une fois la question de la dose de nanoparticutpesee, nous allons définir les différents
parametres biologiques pertinents et indispensabésluer pour une étude de nanotoxicologie.

Malgré les informations limitées sur les risquasitsdres liés aux nanoparticules manufacturées,
il existe de nombreuses connaissances sur la t@xigs particules ultrafines de dimensions
nanomeétriques. Ainsi, les mécanismes biologiquesédense pulmonaire tels le stress oxydatif,
'inflammation, la production de chimiokines et agtokines et les facteurs de croissance
cellulaire semblent constituer une réponse comnauxedeux types de particules de dimensions
nanometriquegOberdorster et al., 2005, Donaldson et al., 200Ronaldson and Stone, 2003)
sans oublier que toute modification de surfacesesteptible d’altérer substantiellement la toxicité
(Fubini et al., 2010, Hoshino et al., 2007)a réactivité en milieu biologique dépendraitlde
micromorphologie au niveau atomique et de l'higtainécanique, thermique et chimique de la
particule (Fubini, 1998) Une légére altération de I'état de surface dedeicule modifie le
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potentiel cancérigene donc les propriétés phydmaiques de la particule influent sur ses effets
toxiques.

Le stress oxydant est un type d'agression desitargs de la cellule d0 aux espéces réactives
oxygénées (ROS, Reactive Oxygen Species en an@hialix espéces réactives oxygénées et
azotées (RONS, N pour Nitrogen en anglais) oxydanBes espéces sont, par définition, des
radicaux libres. Par assimilation, le peroxyde dimgéne (HO,) est considéré comme un ROS
car, en présence de fer (sous forme ionique), itlisewute en deux radicaux hydroxyle (OH)
(réaction de Haber-Weiss).

Voici les principaux exemples de ROS et RONS degcriion superoxyde (&), le peroxyde
d’hydrogéne (HO.), l'ion hypochlorite (CIQ, le radical hydroxyle (HO), les radicaux peroxyde
(ROO) et le radical alkoxyle (RO) ou R est une ohatarbonée, les radicaux dérivant d'acides
gras insaturés, le peroxynitrite (ONOO), le monaxythzote (NO) et le dioxygéne singulebO

La production de ROS et RONS est normale pour kEs®rganismes vivant en aérobie et ne
constitue pas, en soi, une situation de stressamtydn effet, la cellule dispose d'un systéeme
complexe de détoxification contre les ROS comprer®es enzymes (superoxyde dismutase,
catalase, glutathion peroxydase, etc.) et desepetitolécules (vitamine E, vitamine C, etc.). En
situation physiologique, l'ion superoxyde (D est produit essentiellement par les NADPH
oxydases (NOX) dont on connait cing isoenzymes atdnoxyde d’azote (NO) par la famille des
NO synthases (trois isoformes). Eggure 37 indique les principales réactions aboutissantsa de
ROS ainsi que les principales réactions de détmatibn des ROS.
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RO —— ROOH

——————— Réaction de détoxification des ROS || GSH-Peroxydase
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r
ROH + H,0 + GSSG
Figure 37 : Les espéces réactives oxygénées etdgsteme de détoxification (version simplifiée). 3O
superoxyde dismutase, GSH-peroxydase : glutathiemgxydase. Si ce systeme est submergé, il y a une
situation de stress oxydant (Wikipedia.org).

Le stress oxydant devient une situation patholagides que le systeme de protection est
submergé par les ROS et les RONS.
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Ceci peut étre par exemple dd a :

- L'introduction dans la cellule de radicaux libres d'especes réactives oxygéenees
(polluants photochimiques pénétrant I'organismelevigystéme respiratoire, I'alimentation
ou les muqueuses)

- Une surproduction de ROS et RONS induite par dexgasus de type ischémie-
reperfusion qui sont a l'origine d'une partie dejets des greffes ou a la présence de
certains composeés chimiques prooxydants tels qoeethyl viologene.

- Un défaut du systeme de protection, par exemplemutation inactivant une des enzymes
du systeme de protection ou une carence en undtedesnes.

- L'introduction dans la cellule ou dans un organema#écules hautement réactives, par
exemple des nanoparticules (tres petites et acmudpécifique tres développée). Si ces
nanoparticules sont nombreuses, les macrophagewera plus a les traiter et peuvent
libérer leurs oxydants dans l'organisme en provefjuame réaction inflammatoire
exacerbée.

Le stress oxydant est un facteur d’inflammatioetmutagenese, mais il est aussi considéré
comme une des principales causes de cancer e@ajpuer role dans la maladie d’Alzheimer,
comme dans plusieurs pathologies plus couranteess tglie les maladies cardio-vasculaires, les
accidents cérébro-vasculaires, I'arthrite rhumataid les cataractes. Les antioxydants bien dosés
pourraient théoriguement diminuer ces dégats nedésreste a démontrer.

La production de ROS a la surface de particules raassi par les cellules phagocytaires en
contact a été mise en évidence entre autres pguipé de B. Fubin{Fubini and Hubbard,
2003) Les ROS produits de facon normale par le métaimai de I'oxygene sont fortement
réactifs a cause de la présence d’électrons dacalédre et sont impliqués dans les mécanismes
de signalisation cellulaire, d’apoptose et de f&ddition cellulaire. La revue de la littérature de
'équipe de M.R. Gwinn et al(Gwinn and Vallyathan, 2006) confirme que les ROS sont
impliqués dans la transduction de signaux chemisrophages. Cependant, pendant des périodes
de stress environnemental, le niveau des ROS pepmhenter considérablement provoquant des
dommages significatifs a la structure des celluzes phénomeéne est connu sous le nom de stress
oxydant. Il apparait que la surface de la partipplee un réle crucial sur la réponse biologique et
qu’il y a une extréme variabilité du potentiel pagénique suivant la source de silice ou autre
nanoparticule.

Nous avons ensuite comparé dans la littératurdifEsents modes d’évaluations de toxicité en
fonction des conditions d'études. Il est rapidemapparu qu’'aucun protocole standardisé
n'existait pour les analyses de toxicité des narmp#es. Dans un premier temps, trois
publications nous ont renseignées sur des évahsticsitu (Johnston et al., 2000, Seiler et al.,
2004, Warheit et al., 2007)L’équipe de Johnston utilisait une chambre aénpsor faire inhaler
a des rats des particules de silice amorphe otalting. Les deux autres équipes travaillaient par
instillation intra-trachéale avec différents typbes particules (quartz, silice, etc.). Les difféemnt
eéquipes cherchaient ensuite a évaluer la chargmgmalire en particules et utilisaient des
techniques variées d’analyse sur des lavages boesigRolaires : prolifération cellulaire, analyses
morphologiques et histologiques, mesure des predéitotales, fibronectine, évaluation de
'enzyme LDH, glucuronidase, inflammation (MIP-2NF-a), surfactant pulmonaire, Ki-67
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(marqueur de prolifération), p53 (cycle cellulajrpptentiel hémolytique, fibrose et apoptose par
immunohistochimie. Une autre étude nous a renseigué la conditiorex-vivo (Bruch et al.,
2004)ou des contacts ont été réalisés entre des dagide quartz et des cultures de macrophages
de cochons d’inde et de rats obtenus par LBAviabilité cellulaire était mesurée, ainsi que la
LDH, glucuronidase, ROS et TNk-Les études suivantes concernaient des évaludtiovigro
(Elias et al., 2000, Gozal et al., 2002, Cakmak at., 2004) Dans ces études, les particules
(silice, quartz, etc.) ont été mises en contact aes lignées cellulaires comme les SHE (Syrian
Hamster Embryo), des macrophages murins ou encoeelignée de cellules épithéliales de
poumon humain. Différentes analyses de cytotoxioité ensuite été realisées sur ces cultures
apres contact : viabilité cellulaire (bleu trypahiNF-o, NF«B (nuclear factor-kappa B), apoptose
LDH, essai MTT (sel de tétrazolium), essai comé&efin, une derniére étude combinait les
approchesn vitro etin situ (Sayes et al., 2007ing types de particules ont été étudiés sur deux
types de lignées cellulaires (cellules épithélimlespoumon immortalisé et macrophages de rats).
L'inflammation a été évaluée sur les LBA de ratpasésMIP-2, TNF«, IL-6) ainsi que sur
d’autres évaluations comme la LDH et I'essai MTTétude montrait une bonne corrélation entre
les donnéem vivo et les étudem vitro.

Ces difféerentes évaluations de cytotoxicité soniramment utilisées dans la littérature. La
LDH est une enzyme normalement compartimentée ldaogoplasme utilisée comme marqueur
de mort cellulaire lorsqu’il se produit une pertentiégrité membranaire et comme marqueur de
’hémolyse. En effet, les cellules détruites emieat un taux élevé de LDH. La glucuronidase, le
bleu trypan et I'essai MTT sont utilisés comme miaurs de viabilité. La mesure de MIP-2
(macrophage inflammatory protein-2) permet d’évalliaflammation cellulaire tout comme le
TNF-a qui est une cytokine impliquée dans linflammatisystémique, la mort cellulaire par
apoptose, la prolifération cellulaire, la différatmon, la tumorigenése, et la réplication virdle.
test des comeétes est un test de génotoxicité quigied’apprécier les altérations primaires de
'ADN induites directement par un agent génotoxiquedirectement lors des processus
enzymatiques de réparation des dommages et endiléoprocessus secondaires de fragmentation
de I'ADN tel que I'apoptose. Aprés électrophoréss, noyaux dont I'ADN a subi des cassures
prennent différentes natures selon que le testréalisé en condition neutre ou alcaline. Il en
résulte que la répartition des fragments s’assividleellement & une forme de comete.

Ces études realisées sur la toxicité des partidolgstoutes état de la grande importance des
propriétés physico-chimiques de surface qui inHiet sur l'activité biologique. De facon
générale, les résultats sont variables en fonaiotype de particules testées, mais conduisent a
des modifications notables au niveau biologiquaplbarait que de nombreux tests sont réalisés
ayant tous pour objectif d’évaluer la cytotoxicigais il n’existe a ce jour aucun consensus
clairement défini, d’'ou les difficultés de compa des travaux inter-équipes. Ceci souligne
limportance de progresser sur ce point notammantlg biais de programmes a large échelle

internationale (NanoimpactNet, Nanotoxicology, Jetc.

Au regard de ces principaux parametres cellulagtesholéculaires analysés dans les tests de
toxicité des nanoparticules avec les notions irmamiables de mort cellulaire, inflammation,
stress oxydant et génotoxicité, nous avons démianalyses qui nous semblaient indispensables
pour structurer une plateforme d’évaluation deobddité avec les points incontournables a tester
(Boumahdi, 2009) Notre étude s’est concentrée sur des analgségo de différents parametres
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tels que le TNFe, la LDH et le stress oxyde d’apres I'existant¢ce qui nous a amené a choisir |
propres néthodologies en complément des observations margiople: (Figure 38).

Cytotoxicité

Réponse
inflammatoire

.Mor'phology

oduction d'espéces
oxygénées réactives

Figure 38 : Parametres biologiques permettant valuation de latoxicité des nanoparticule mis en
place (Adapté d8oumahdi, 200).

De plus,il apparait que leparametres physico-chimiquee sont pas toujoL bien caractérisés
dans les études toxicologiques, ce qui peut explitricaractere parfois contradictoire de cert
résultats(Lanone et al., 200). La «nanotoxicologie» est une science récente, astietion, s
bien que les données qui en sont issues sont empmarenombreuses, disparates et [is
contradictoiresll est cependant important de souligner que pouréaniére fois pe-étre dans
I'histoire des sciences et de l'industrie, le dépplement d’'un secteur technologique indus
nouveau s’accompagne des son origine d’'une prismpe des risques potentiels associés,
ce soit pour la santé ou pour I'environnemMalheureusement, les études de toxicité biolog
des nanoparticules se heurtent a I'absence de rcsunsé’évaluation standardisée et a la diffic
de mise en placeedmodeles expérimentaull est difficile de définir un modeéle unique ¢
pourrait servir a 'ensemble des études de toxi€Ertains éléments structuraux ont été ret
comme étant ceux qui pourraient avoir le plus gramgact sur l'activitébiologique des
nanoparticules : taille, forme, composition chimig, chimie de surfac et capacité
d’agglomération(Andujar et al., 200€). Les études de toxté menées sur les nanomatérii
devraientdonc s’attacher a tester un large échantillonnagstaictures afin de déterminer qu
sont les parametres physicbimiques permettant de prévoir 'impact d’une rgarticule donné
sur le vivant. Actuellementine caractérisation satisfaisante de I'expositiempeut plus se limite
a la masse de produit méme si la littérature sigume ne permet pas encore de déterminer
serait le meilleur paramétre pour mesurer I'expasitDans ce senl’équipe deWarheit et al.
(2009) préconise que les toxicologuearactérisent les nanoparticulasi minimum pour les
parameétres suivants : les dimensions et la digioibugranulométrique denanoparticules
élémentaires, leur forme, la surface spécifiquehirge e surface, la composition et la pureté
forme cristalline et le niveau de cristallinités leecouvrements et la composition de surfacet|
d’agrégation, la réactivité de surface des padiEuét la méthode de synth incluant les
traitements post-synthéé&arheit, 2010).
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Pour conclure, les différentes données de la diiiée font ainsi ressortir 'importance de
compétences interdisciplinaires nécessaires popréapnder toute la complexité du domaine
« nano ». En effet ce n’est que par la collabonaéintre physico-chimistes et biologistes que les
avancées technologiques progresseront notammentteames de compréhension de la
nanotoxicologie.
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V. Approche expérimentale

Le Laboratoire Interdisciplinaire d’étude des Naambigules Aérosolisées (LINA) est un
laboratoire interdisciplinaire mis en place dep2@9 dans le cadre de I'lFR 143 (IFRESIS —
Institut Fédératif de Recherche en Science Ing@éngdr Santé) sous I'impulsion conjointe de la
faculté de Médecine de I'Université Jean Monneateet Ecole Nationale Supérieure des Mines de
Saint-Etienne (EMSE). Le LINA a labellisé équipeactueil (EA 4624) apreés évaluation par
'Agence d’Evaluation de la Recherche et de I'Egsement Supérieur (AERES) en 2011. Il
réunit, autour du théme des nanoparticules, lespétences en physique/chimie du solide de
'EMSE et les compétences médicales et biologiquasées des biologistes, médecins et
chirurgiens de I'Université Jean Monnet et du Gemiospitalier Universitaire de Saint-Etienne.
L’évaluation et la recherche en matiére d'activiiélogiqgue des nanoparticules constitue la
thématique transversale de I'équipe, en se focdlisur les questions fondamentales de
biodistribution, de biopersistance et de bioto¥icigrace a [I'utilisation de nanoparticules
industrielles ou synthétisées a facon a I'’échalléatioratoire (nanoparticules dites « modeles »).

Le développement des nanotechnologies et nanomatédst en plein essor et conduit par
conséguent a de nombreux questionnements surtlsdtions de ces nouveaux objets avec le
vivant. Plus particulierement, de nombreuses iagations concernent I'impact des
nanotechnologies au niveau environnemental maisi ausniveau du corps humain, notamment
aux échelles tissulaire, cellulaire et moléculade.maniere générale, ce travail de thése porte sur
la compréhension des mécanismes d’internalisatienparticules fluorescentes de dimension
nanometrique a I'échelle cellulaire. Dans ce camtelkimpact des parameétres physico-chimiques
des nanoparticules sur ces phénomenes d’intertiafissemble jouer un réle clé et sera mis en
rapport avec la notion tres importante de nanotdagie.

Le travail d’'un premier doctorant (Najih Boumahd® notre équipe, avait permis en 2009
I'étude des effets biologiqudsa vitro de poudres industrielles fines et ultrafines deowa de
silicium (SIiC) sur une lignée cellulaire de macragés. L'objectif portait entre autres sur
I'établissement d’essais standardisés pour évdlmerytotoxicité de ces particules d'origine
industrielle. Différents types de particules de ,SiGnt le diametre moyen était essentiellement
compris entre 1 et 14 um, mais dont les procédémluigcation différaient ont été utilisés. Ce
travail est poursuivi par une autre doctorante @& Pailleux) sur un nouveau type de particules
d’hydroxyde d’aluminium (boehmite). Pour ces detidés, le travail consistait & caractériser trés
précisément les parametres physico-chimiques deticuydas d’origine industrielle (SIC et
boehmite) et d’évaluer les effets cytotoxiqueswsumodeéldan vitro de macrophages. L'ensemble
de ces travaux reléve d’'un partenariat étroit daesociété Saint-Gobain qui produit ou utilise ces
matériaux pulvérulents.

Au niveau des analyses biologiques, il est appargaars de ces travaux qu’une des limites
concernait I'évaluation de la quantité de partisuléellement internalisées par les macrophages.
Or au vu des données limitées de la littératurggnhble indispensable d’étudier la relation erdre |
niveau de toxicité et la quantité précise de palew internalisées par les cellules. Des données
préliminaires au laboratoire ont montré qu’en asalg’'images il est impossible d’effectuer une
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guantification des particulamicrométriquesphagocytées sur dexquisitions cimages en deux
dimensions a partir d’étalements cellulaires sumds. En effet, sur ce type d'images il
impossible de distingueavec certituddes particules intracellulaires des particules EED a le
face externe de la membraplasmique Figure 39).

Figure 39 : Image réalisée&n microscopie photonique apres coloration cytolpge par la méthode d
May Grunwald Giemsa (MGG}¥ur desmacrophagedle la lignée RAW 264.7 mises en contact avec
billes de 2 um de diametrau ratio de 10 billes pour une cellul(10/1¢) aprés 6 heus d’'incubation
(objectif x60).

Afin de pallier @s inconvénientavec les acquisitionen deux dimensio, il est apparu
nécessaire d'utiliser une approche en trois dinogrissgrace a la microscopie confoccouplée a
un marquage fluorescent adapté ede visualiser les membranes cellulaires et disénda
matériel intracellulaire et extracellula La volonté d'utiliser des techniques de microsca
fluorescence nous a conduits a util, puis développerdifférents modeles de particulet
nanoparticules fluorescentdiges < modeles ».

Ainsi, ce travail de thése s’inscrit d’'un point dee fondamental, sur la compréhension
mécanismes d'internalisation de type d particules par les macrophages,le développemel
d'un protocole de quantdation de [linternalisation conjuguant des apprschechnique
complémentaires. Geparticules model devraient permettria recherche d’'une corrélation en
la quantification de leufinternalisation, leurscaractéristiques physiahimiques eleurs effets

biologiques en terme de biotoxicilFigure 40).

Internalisation

Macrophages
¢ Nanoparticules W

Physico — sy
Toxicite

chimie

Figure 40 : Diagramme représentant I'objectif des liens a étalalu cours de cette étu.
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Afin d’essayer de répondre a cette problématiqpeesaun état de I'art des données de la
littérature, le travail expérimental réalisé au rsode cette these a été structuré en trois grandes
parties :

- Dans un premier temps nous avons effectué les nasepoint des techniques de
quantification de [linternalisation avec un modélie microparticules commerciales
correspondant a des billes de latex fluorescerddsille et surface définies. Le processus
de phagocytose était privilégié du fait de l'ualimn d'une lignée cellulaire de
macrophages.

- Nous avons ensuite cherché a développer notre eoraytil de quantification pour des
particules a I'échelle nanométrique. Nous avonsl@eeloppé avec la société Nano-H des
nanoparticules fluorescentes a fagon plus ou meessibles aux variations de pH
intracellulaire afin de parvenir a une quantifioatiprécise des nanoparticules présentes au
sein des phagolysosomes.

- Nous avons ensuite évalué I'impact de deux paramgthysico-chimiques, la taille et la
charge de surface des nanoparticules, sur la ¢épdimiternalisation des macrophages et
sur le niveau de toxicité généré lors des coniactro.

Chacune de ces parties conduira a la rédactioreddublication et constituera un chapitre de
cette these.

Concernant le choix des microparticules fluoressenbus avons dans un premier temps décidé
de travailler avec des particules micrométriquesriiscentes dont les caractéristiques taille et
groupements de surface et I'observation sont phasieiment contréléegTorche et al., 1999,
Steinkamp et al., 2000, Steinkamp et al., 1982, Sam and Schmid-Schonbein, 1988, Moller et
al., 2002) Ces particules de taille micrométrique, ont peri@s mises au point techniques
notamment en cytométrie en flux (quantification ldephagocytose au niveau membranaire et
intracytoplasmique grace a la mise en place d’'uanghning au bleu trypan) et microscopie
confocale (visualisation du processus de phagoeydbtocalisation cellulaire des particules).

Par la suite, pour travailler au niveau nanomégjquous avons envisagé l'utilisation de
guantum dots (Qdots®JPan et al., 2006) Les Qdots® sont des nanocristaux de taille et
fluorescence variables dont ['utilisation principakst la réalisation d'études de « tracking
cellulaire »(Jamieson et al., 2007)Leur revétement de surface a donc été adaptégmplus
facilement absorbable par la cellule (internal@matfacilitée). Par ailleurs, des premiéres études
semblent montrer que certains Qdots® présententaxngté cellulaire non négligeab(éloshino
et al., 2007) Compte-tenu de ces caractéristiques, et du Qisigourrait étre obtenu dans les
résultats, I'approche d’'une quantification de lagicytose par les Qdots® a été abandonnée.

Nous avons enfin fait appel & une société de laomé¢Nano-h), pour créer nos propres
nanoparticules et contrbler ainsi leur synthesdeets paramétres physico-chimiques (taille,
charge, fluorescence) selon un cahier des chargeslbfini.

Les principales particules et nanoparticules éagleu cours de ces travaux de thése ainsi que
leurs caractéristiques physico-chimiques sont régsnadans I&@ableau 6 Par abus de langage, la
dénomination de nanoparticule est employée poupadescules inférieures a 1000 nm et non pas
uniquement pour les particules inférieures a 10@amme le définit la norme ISO TS/27687.
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Principal ticul Fonctionalisati
r|nC|pla es.;?ar ieutes Composition| Taille (nm) Fluorophore onctionaiisation
étudiées de surface
) . 5
Article 1 Microparticules P Latex 000 FITC Carboxylate
Microparticules | 1000 Amine
N ticules FITC 250 et 500 FITC
Article 2 ano.par icues c Carboxylate
Nanoparticules FITC/pHrodo 250 et 500 FITC et pHrodo
150
Silice %o
Article 3 Nanoparticules FITC 00 FITC Carboxylate
850

Tableau 6 : Tableau récapitulatif des principalesanpicules et nanoparticules étudiées ainsi que Isur
caracteéristiqgues physico-chimiques.
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. Quantification de [l'internalisation de particule S
micromeétriques

1.1 Introduction et méthodologie

Ce chapitre est focalisé sur la mise au point dgmentification du processus de phagocytose
dans une lignée cellulaire de macrophages RAW 2@ANNEXE ) de facon a mieux
appréhender les mécanismes de toxicité.

Dans le cadre du développement d'un modéle deticplas micrométriques », dédié a I'étude
de l'internalisation cellulaire, trois types de tmarles (billes) de polymére fluorescentes ont été
utilisés :

- Des particules de polystyrene fluorescentes de 2dprdiamétre possédant en surface
des groupements carboxylate que nous avons appeiées P (Fluoresbrite® YG
carboxylate microspheres, 2.00 um; Polyscienceds ®illes ont un maximum
d’excitation a 441 nm et un maximum d’émission & A# (fluorescence verte).

- Des particules de polystyrene fluorescentes de ldprdiametre possédant en surface
des groupements amine que nous avons appblées | (FluoSpheres® YG amine-
modified microspheres, 1.0 um ; Invitrogen). Cdkediont un maximum d’excitation a
505 nm et un maximum d’émission a 515 nm (fluoreseeverte).

- Des particules de polymere (latex) fluorescente2 dem de diamétre possédant en
surface des groupements amine que nous avons eppelies S (Latex Beads,
Polystyrene amine modified, fluorescent yellow gre20 um ; Sigma). Ces billes ont
un maximum d’excitation a 470 nm et un maximum d&sion a 505 nm (fluorescence
verte).

Différentes techniques de microscopie ont été epdgl® pour la visualisation des macrophages
et des particules fluorescentes : microscopie phgit@ apres coloration standa'iNNEXE 1),
microscopie a épifluorescence, microscopie con®cC@NNEXE 11.1) et microscopie
électronique ANNEXE 11.2). Des mises au point ont dans un premier tempgeroR des
marquages fluorescents pour les analyses en magriesconfocale

Pour les premiers essais de phagocytose, un raiioa&re de 10 billes pour une cellule (10/1¢)
a été introduit dans les cultures. De méme, le sedipcubation entre les billes et les cellules a
été fixé arbitrairement & 90 minutes pour la rééilis des premieres mises au point techniques.
Par la suite les concentrations et les temps d&acbantre les macrophages et les particules ont
été adaptés a chaque technique utilisée.

A noter que les billes P et | ont été utiliséescatmites les techniques décrites par la suite,
tandis que les billes S n'ont trouvé leur applmatiqu’en microscopie a fluorescence (épi-
fluorescence et confocale).

Une technique de quantification de la phagocytaseC8IF a été mise au point grace a

I'utilisation judicieuse du quenching au bleu trgpgpermettant la distinction des billes
internalisées de celles adhérentes a la membramparellele du développement de témoins de non
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phagocytosel e principe de la CMF, qui a représenté I'essemtéete premier travail, est aillé
enANNEXE 11.3.

Le paramétre morphologigue que nous avons € en paralleledes parameétres
fluorescence, a été le Side Scaf®8C) correspondant a la diffusion (somme de laadifion et
de la réfraction) des rayons incidents récupéré88nm (filtre bande passante 488/10 nm) s
un anglea de 90° par rapporh I'axe de la lumiére incidente. Ce parametre cpoad a le
granularité et a la complexité intracellulaire, it amsi le reflet de la présence des particules
fois a la surface des cellules mais aussi inteséasi. Cette somme de deux phénomenes
guantifiee avec la moyenne géométrique du paran&®€@ (N Geo Mean). En parallele, po
chaque acquisition, le seuil de détection de t@ieC — Forward Scattg¢r@tait fixé au dessus de
taille des débris et des particules seules de fagmndétecter que les cellu

Pour I'analyse des paramétres de lescence, la longueur d’onde d’excitata été fixée a 488
nm grace a un laser Enterprise Il Argora permisd’exciter chacun des fluorochromes utili
(fluorescéine des roparticules et iodure deropidium). La fluorescence émise par les partic
apres excitation a 488 nm a éé&upérée grace a un filtre bande passante 53@043@amal FL1
et la fluorescece émise par I'excitation deodure de propidium a 488 nanét« récupérée grace a
un filtre bande passante 695/40 nm (canal

D’aprés cemines données de la littératu(Nuutila and Lilius, 2005, Hed et al., 198, Van
Amersfoort and Van Strijp, 1994), le bleu trypan (BT), outre sautilisation en tant que colora
d’exclusion des cellules mortes pour les €rations cellulaires, pourrait éteindre » la
fluorescence verte des particules se situant &rieur des cellules et aingermettrela distinction
entre les particules intealisées des particules qui sont justes adhérarilemembrane plasmic
(Figure 41).

BLEU TRYPAN

Particules adhérées et Particules
internalisées internalisées

Figure 41: Schéma simplifié du fortionnement du quenching au bleu trypan.

Ainsi, au cours de chacune des expériences réalisées EmGh4 avons réalisé parallélem
les analyses avec et sans BT.
L’analyse de ces paramétres de fluorescence nainsigoermi :

- De quantifier le pourcenge de mortalité cellulaire (celluledure depropidium
positives) en faisant la distinction entre lesuded mortes sans billes (celluliodure de
propidium positives/fluorescence verte négativegettules mortes avec billes (cellul
iodure de projlium positives/fluorescence verte positive) dahaque échantillon p:
analyse simultanée des canaux FL1 et FL3. De plugenétrage réalisé sur les cell
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iodure de propidium négatives permettait de neaili@v qu'avec les cellules vivantes
pour quantifier le processus dynamique de phageeyto

- De mesurer l'intensité moyenne de fluorescenceletoanise par les billes P ou |
(internalisées et adhérentes a la membrane) que aans appelé MFI totale (Mean
Fluorescence Intensity). Ces valeurs ont été oetepour la condition sans BT sur le
canal FL1.

- De quantifier le pourcentage de cellules ayantrireésé des billes P ou | que nous
avons appelé «pourcentage de cellules phagocytan@es valeurs ont été obtenues
pour la condition avec BT sur le canal FL1.

Pour résumer, en CMF quatre parametres ont eététifi@ansimultanément pour chaque
échantillon : le pourcentage de cellules mortes M@l totale, le pourcentage de cellules
phagocytantes et la moyenne du SSC.

Enfin les différents paramétres de toxicité telslgjont été décris dans le chapitre précédent ont
été évalués : TNle; LDH, stress oxydan®NNEXE 11.5).

Ces travaux sont résumeés dans la publication si@vaobliée dans la revumhalation
Toxicologyen 2010.
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[.2 Publication 1

Inhalation Toxicology, 2010; 22(13): 1091-1100 ! nforma

healthcare

ORIGINAL ARTICLE

Quantification of microsized fluorescent particles
phagocytosis to a better knowledge of toxicity
mechanisms

L. Leclerc'??, D. Boudard"*, ]. Pourchez!?, V. Forest'?, O. Sabido*¥, V. Bin'4, S. Palle*’, P. Grosseau®,
D. Bernache??, and M. Cottier"*®

!LINA Laboratoire Interdisciplinaire d étude des Nanoparticules Aérosolisées, F-42023, Saint-Etienne, France, *Ecole
Nationale Supérieure des Mines de Saint-Etienne, Centre Ingénierie et Santé, Saint-Etienne, France, *Ecole Nationale
Supérieure des Mines de Saint-Etienne, LPMG, UMR CNRS 5148, F-42023, Saint-Etienne, France, *“PRES Lyon - Université
Jean Monnet, Faculté de Médecine, IFR Inserm 143, F-42023, Saint-Etienne, France, *Laboratoire d’Histologie CHU de
Saint-Etienne, F-42055, Saint-Etienne, France, °PRES Lyon Université Jean Monnet, Centre Commun de Cytométrie en Flux,
F-42023, Saint-Etienne, France, and "PRES Lyon Université Jean Monnet, Centre de Microscopie Confocale Multiphotonique,
Péle Optique et Vision, F-42023, Saint-Etienne, France

Abstract

Background: The use of micro- or nanometric particles is in full expansion for the development of new technolo-
gies. These particles may exhibit variable toxicity levels depending on their physicochemical characteristics. We
focused our attention on macrophages (MA), the main target cells of the respiratory system responsible for the
phagocytosis of the particles. The quantification of the amount of phagocytosed particles seems to be a major
element for a better knowledge of toxicity mechanisms. The aim of this study was to develop a quantitative
evaluation of uptake using both flow cytometry (FCM) and confocal microscopy to distinguish entirely engulfed
fluorescent microsized particles from those just adherent to the cell membrane and to compare these data to
in vitro toxicity assessments.

Methods: Fluorescent particles of variable and well-characterised sizes and surface coatings were incubated with
MA (RAW 264.7 cell line). Analyses were performed using confocal microscopy and FCM. The biological toxicity
of the particles was evaluated [lactate dehydrogenase (LDH) release, tumor necrosis factor (TNF)-a, and reactive
oxygen species (ROS) production].

Results and conclusion: Confocal imaging allowed visualization of entirely engulfed beads. The amount of phago-
cytic cells was greater for carboxylate 2-um beads (49 + 11%) than for amine 1-pm beads (18+ 5%). Similarly, side
scatter geometric means, reflecting cellular complexity, were 446+7 and 139+ 12, respectively. These results
confirm that the phagocytosis level highly depends on the size and surface chemical groups of the particles.
Only TNF-a and global ROS production varied significantly after 24-h incubation. There was no effect on LDH and
H,0, production.

Keywords: Phagocytosis quantification; macrophages; fluorescent microsized particles; flow cytometry; confocal
microscopy; in vitro toxicity evaluations

Introduction Sayes et al., 2007). To better understand the toxicity of par-

The toxicological assessment of fine and ultrafine particles  ticles, it seems of high interest to determine the number of
(and particularly nanoparticles) represents a considerable  internalised particles into the cells after exposure (Haberzettl
current issue for environmental science, biosciences, or et al.,, 2007; Clift et al., 2008). Different particle entry path-
nanomedicine (Warheit et al., 2004; Oberdérster et al., 2005, ways exist in the human body: skin, gastrointestinal tract,
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respiratory tract, or by injection. We particularly focus our
attention on the respiratory way and its main target cells:
the macrophages (MA). These cells are major performers of
phagocytosis, a highly conserved complex process, classi-
cally defined as the internalization and destruction of par-
ticles greater than 0.5pum in size. It is a receptor-mediated
and actin-driven process. Phagocytic uptake involves actin
dynamics including polymerization, bundling, contrac-
tion, severing and depolymerization of actin filaments
(Aderem and Underhill, 1999; Fenteany and Glogauer, 2004;
Niedergang and Chavrier, 2004, 2005; Ravetch and Aderem,
2007). The physicochemical characteristics of particles may
also influence the phagocytic process (Serda et al., 2009),
and they have also been shown to be involved in the mecha-
nisms of toxicity (Fubini 1998; Fubini et al., 2004; Clift et al.,
2008).

It appears of great interest to quantify the phagocytic
process, and compare these data with the toxicity of particles
regarding their physicochemical characteristics. Preliminary
results have shown that it is impossible to accurately quan-
tify phagocytosis using two dimension images acquired from
cell smears where internalised particles can hardly be dis-
tinguished from particles placed at the outer surface of the
plasma membrane.

In this context, our work aimed at developing a simple,
direct, cost effective, reproducible and easy to perform phago-
cytosis quantification technique on an in vitro MA cell line
(RAW 264.7). The MA were incubated with microsized model
particles that are fluorescent beads whose physicochemical
characteristics (i.e. size and chemical coating) and observa-
tions are more easily controlled (Jones et al., 2002; Champion
et al., 2008; Hasegawa et al., 2008).

Preliminary confocal observations allowed to distinguish
the localization of particles without an accurate quantifica-
tion of the phagocytic process.

To perform a phagocytosis quantification, we adapted an
existing analysis using a Trypan blue (TB) quenching in flow
cytometry (FCM) (Hed et al., 1987; Nuutila and Lilius, 2005;
Thiele et al., 2001; Van Amersfoort and Van Strijp, 1994). In
addition to its principal function as an exclusion dye of dead
cells, TB is known for its ability to ‘turn off’ the green fluo-
rescence emitted by the beads outside the cells. This proc-
ess allowed us to distinguish internalised beads from those
just adhering to the plasma membrane. This approach has
been improved by combining side scatter (SSC) measure-
ment with fluorescent mean intensity of beads without and
with TB.

Because of the role played by actin filaments for the ini-
tiation phase of the phagocytic process, we used different
actin polymerization inhibitors such as Cytochalasin-D
(Cyt-D) (Moller et al, 2002; Haberzettl et al, 2007;
Kanno et al., 2007), Latrunculine-A (Lat) (de Oliveira and
Mantovani, 1988; Oliveira et al., 1996, 1997; DeFife et al.,
1999), Jasplakinolide (Jasp) (Odaka et al., 2000) to block
cytoskeleton rearrangements and thus phagocytosis. Cells
were also fixed with paraformaldehyde (PFA) to prevent
phagocytosis.
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Moreover, the toxicity of particles was evaluated using
different parameters: Tumor necrosis factor (TNF)-o pro-
duction (to assess the inflammatory response), lactate
dehydrogenase (LDH) release (reflecting integrity of the
cell membrane) and the preduction of total reactive oxy-
gen species (ROS), especially 110, (Catelas et al., 1999;
Donaldson et al., 2002; Bruch et al., 2004; Sayes et al., 2007).
This part aimed at assessing whether the two types of beads
(1 pm amine or 2 pm carboxylate) led to different levels of
toxicity.

Following this methodology, we looked for a relation-
ship between toxicity response and the level of phagocytosis
determined by confocal microscopy and FCM analysis.

Material and methods

In vitro model

Macrophage cell culture

The RAW 264.7 cell line was provided by ATCC Cell Biology
Collection (Promochem, LGC, Molsheim, France) and derives
from mice peritoneal MA transformed by the abelson murine
leukemia virus. Cells were cultured in Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM, Invitrogen, Cergy Pontoise, France)
complemented with 10% of fetal calf serum (Invitrogen), 1%
penicillin-streptomycin (penicillin 10,000 units/ml, strep-
tomycin 10mg/ml; Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,
France) and incubated at 37°C under a 5% carbon dioxide
humidified atmosphere.

Fluorescent polymer particles (beads)

o P beads: fluorescent polystyrene particles of 2pm
in diameter with carboxylate coating (Fluoresbrite®
YGcarboxvlate microspheres; Polyscience, Eppelheim,
Germany). These particles have an excitation peak at
441 nm and an emission peak at 486 nm (green fluores-
cence) with a large spectrum.

» I beads: fluorescent polystyrene particles of 1 pm in
diameter with amine coating (YGFluoSpheres®amine-
modified microspheres; Invitrogen). These particles
have an excitation peak at 505nm, and an emission peak
at515nm (green fluorescence).

Bead exposure conditions

For the two types ol beads, an arbitrary ratio of 10 beads for
one cell (10/1¢) has been defined on the basis of the MA size
comparatively to bead sizes.

Moreover, to work with similar surface area for the two
types of beads, we used the ratio 40 I beads/1¢ (surface of
P beads being four times more important than surface of 1
beads).

Actin inhibitors and blocking of phagocytosis

Three actin inhibitors were used: Cyt-D (Sigma), Lat
(VWR, Fontenay sous bois, France) and Jasp (VWR).
They were directly added to cell cultures and incu-
bated at 37°C for 60 min, before addition of beads. These
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molecules remained in the culture medium throughout
all the experiments. The concentrations used (5 pM Cyt-D,
0.1 pM Lat and 1 pM Jasp) were defined depending on the
literature data or preliminary assays.

To block completely the phagocytic process, cells were
fixed in a 4% PFA solution (Sigma) for 10 min before adding
P or I beads (Moon et al., 2007).

Confocal microscopy phagocytosis assay

Exposure conditions

Cells were grown in 6-well plates (1 million cells in 4ml) con-
taining coverslips, and beads were incubated for 16 h.

Actin cytoskeleton fluorescent labelling

After the particle exposure, the coverslips were fixed in
wells with 4% PFA for 10 min (except for the cells already
fixed). The wells were washed with phosphate buffered
saline (PBS; VWR) to remove beads that did not adhere to
the cell membrane or were not internalised. Then, actin
cytoskeleton was labelled with AlexaFluor®594 phalloidin
(Invitrogen; diluted 1:40 in PBS) for 20 min and rinsed with
PBS. Thereafter, cell nuclei were stained with 10 pM of
Hoechst 33342 solution (Sigma), during 15 min and rinsed
with PBS.

Analysis

Microscopic analyses were performed on a confocal micro-
scope TCS-SP2 AOBS (Leica®, Heidelberg, Germany).
Images were obtained {rom the fluorescence emitted by
the beads (ex: 488 nm; em: 499-540nm), AlexaFluor®594
phalloidin (ex: 543 nm; em: 615-693 nm) and Hoechst (ex:
350nm; em: 408-443nm). Confocal microscopy allowed
making stacks of images. Indeed, for a given area of analy-
sis, it was possible to acquire images in different planes of
the Z axis (depth of field), to obtain a series of images to
achieve XY projections and XZ and YZ section stacks of the
selected area of interest.

Quantification of phagocytosis by FCM

FCM exposure conditions and TB quenching

Cells were prepared in 25 cm? culture flasks (2 millions cells in
4ml). A control flask without particles was used to assess the
autofluorescence of cells. Some {lasks were directly exposed
to beads, others were pretreated with actin inhibitors or PFA
before adding P or I beads.

After 90min or 24h of exposure, culture medium was
removed, cells were harvested with a scraper and aliquots
containing 500,000 cells were centrifuged (10min, 1500g).
Cells were resuspended either in 500 pl of DMEM or in
250 pl of DMEM + 250 pl of TB (0.4%, Sigma).

Cytotoxicity was also assessed by adding 1 mg/ml of pro-
pidium iodide (Sigma) in the tubes without TB (Jacobs and
Pipho, 1983; Steinkamp et al., 2000; Riccardi and Nicoletti,
2006). This evaluation allows to quantify the percentage of
dead cells. An exclusion window was made on propidium
iodide negative cells to analyse only living cells and quantify
the dynamic process of phagocytosis.
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Cytometric analysis

Each condition was analysed twice on 10,000 cells.
Acquisitions and analyses were performed using a cytometer
analyser-cell-sorter FACS Diva™ (BD Biosciences, San Jose,
CA) equipped with the software Cell Quest™ Pro.

The fluorochromes used were excited through an
Enterprise II Argon Laser (wavelength set at 488nm). The
fluorescence emitted by P or 1 beads after excitation at
488 nm was collected through a band-pass filter 530/30nm
(FL1 channel), and the fluorescence emitted by excitation of
propidium iodide at 488nm was collected through a band-
pass filter 695/40nm (FL3 channel). For each acquisition,
the size level of detection corresponding to the forward
scatter was set above the size of cellular debris to detect only
well-preserved cells.

Three FCM parameters were quantified for each sample:

« the average SSC, morphological parameter reflecting
granularity and intracellular complexity, in relation to
the presence of both adherent and phagocytosed beads,
and quantified by the geometric mean (Y Geo Mean).

» the total Mean Fluorescence Intensity (MFI) correspond-
ing to the total fluorescence emitted by the P or I beads
(internalised and adhered), which we called total MFI.
These values were obtained for the condition without
TB on FL1 channel.

» the percentage of cells with internalised P or I beads that
we called ‘percentage of phagocytic cells’ detected on
the FL3 channel after TB quenching.

Toxicity assessment

For each experiment, cells were prepared in 96-well plates
(100,000 cells/well for TNF-« and LDH assays, and 300,000
cells/well for ROS and H,0, parameters) in 25 pl of complete
DMEM. Suspensions of beads in a volume of 75 pl of DMEM
were added to the culture and incubated for 90 min or 24 h at
37°Cin a 5% CO, atmosphere.

TNF-a production

After incubation with beads, released TNF-« was assessed in
the supernatant using a commercial ELISA Kit (Quantikine®
Mouse TNF-a Immunoassay; R&D Systems, Lille, France)
according to the manufacturer’s instructions. The optical den-
sity of each well was determined using a microplate reader
(Multiskan RC; Thermolabsystems, Helsinki, Finland) set to
450nm. A standard curve was established, and results were
expressed in picograms per milliliter of TNF-a.

LDH release

The activity of the LDH released from cells with dam-
aged membranes was assessed using the CytoTox-ONE™
Homogeneous Membrane Integrity Assay (Promega,
Charbonnieéres les bains, France) according to the manu-
facturer’s instructions. Detection was performed on a
{luorometer (Fluoroskan Ascent, Thermolabsystems), using
excitation/emission wavelengths at 530/590 nm. The activity
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of the released LDH was reported to that of total cellular LDH
(measured after control cells lysis) and was expressed as a
percent of the control.

Oxydative stress

lotal ROS: a large array of ROS activity can be assessed with
the OxiSelect™ ROS Assay Kit (Euromedex, Mundolsheim,
France). The assay uses the conversion of a nonfluorescent
substrate, 2',7’-dichlorodihydrofluorescin diacetate that can
easily diffuse through cell membranes into a fluorogenic
molecule 2,7"-dichlorodihydrofluorescein (DCF), which is
highly fluorescent and proportional to total ROS level. DCF
production was detected using a Fluoroskan Ascent fluor-
ometer (Thermolabsystems) using excitation and emission
wavelengths of 480 and 530 nm, respectively, and expressed
as nanometer per hour.

Specific hydrogen peroxide (H,0,): after incubation, the
cells were stimulated to release the hydrogen peroxide pro-
duced by addition of 100 ng/ml phorbol-12-myristate-13-ac-
etate (Sigma). The release of H,0, was measured as described
by De la Harpe and Nathan (1985). Briefly, Krebs-Ringer

phosphate glucose (KRPG) buffer containing a mixture of

scopoletin (30 pM), NaN, (1 mM), and horseradish peroxi-
dase (1 unit pupurogallin/ml HPO) was added to the cells.
The horseradish peroxidase catalyzed the oxidation of the
fluorescent scopoletin, which was measured over a period
of 90min (Fluoroskan Ascent, Thermolabsystems) using

Phalloidin

excitation/emission wavelengths at 355/460 nm. Results are
given as arbitrary units of the fluorescence.

Statistical analysis

Analysis and graphics were performed on Prism 5.0 software
(GraphPad, San Diego, CA). Significance was established
with ANOVA test (P<0.05).

Results

Confocal microscopy phagocytosis assay

We first verified that the beads were internalised using con-
focal microscopy imaging (Figure 1). Figure 1A and 1B con-
firms that the phalloidin labelling was highly efficient to label
actin cytoskeleton (red), beads were easily viewable (green)
and Hoechst specifically labelled the nuclei (blue).

Thanks to the XZ and YZ sections of confocal stacks illus-
trated in Figure 1 (C-a) and (D-a), we demonstrated that
beads were internalised beyond question. Indeed beads
were surrounded by the phalloidin labelling of actin. On
the contrary in Figure 1 (C-b) and (D-b), beads observed at
the intersection of the white lines were just on the external
side of the cell membrane showing the first step of inter-
nalization. Therefore, confocal microscopy allowed us to
discriminate beads position (inside/outside).

The same types of results were seen with I beads (data not
shown).

Phalloidin

Figure 1. Confocal microscopy images of MA incubated with beads (10/1¢ ratio) for 16 h. (A-B) XY projection stack mean of the interest area with phal-
loidin and Hoechst-labelled MA in contact with P beads. (C-D) X7 and YZ section stacks with observed beads at the intersection of the white lines (a:

bead inside, b: bead outside).
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FCM phagoacytosis quantification assay
The first parameter evaluated in FCM was the SSC reflecting
morphological cellular complexity (Y Geo Mean). Figure 2
illustrates SSC cytograms (representative of three independ-
ent experiments) obtained for cells incubated alone or in
presence of P or I beads. The SSC parameter dramatically
increased for cells in contact with P beads (446 +7 vs. 140+ 18
for cells alone) (Figure 2A), whereas it did not vary signifi-
cantly for cells in contact with Theads (139+12 vs. 140 +18).
To verify that heads were internalised by phagocytosis, we
used different inhibitors of this process (Cyt-D, Lat, Jasp)
and studied the impact on the SSC parameter as shown by
Figure 2B. For cells in contact with P beads, Cyt-D and Lat
led to a discrete decrease in the SSC parameter (446+7 vs.
245+2 and 243+2). In the presence of Jasp ar PFA, the SSC
parameter was significantly reduced (446+7 vs. 64+2 and
40+ 2). The same types of results were seen for cells in con-
tact with T beads, Jasp and PFA induced a decrease in the
SSC parameter (139+12 vs. 56+2 and 38+ 3, respectively),
although there was no effect on the SSC parameter with
Cyt-D and Lat (139+12 vs. 143+ 1 and 127 +3).

In an attempt to quantify the phagocytic process, we
adapted to our model an existing analysis using TB quenching
to differentiate internalised beads from those just adhering to
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the cell membrane surface. First, cells were incubated without
TB and the total MFI, reporting the fluorescence emitted by
both ingested and membrane-associated (not-yet-ingested)
beads was measured. Free beads have been eliminated by
washing steps and were not counted as part of the MFI values.
MFI measured for I beads was significantly lower than that
measured for P beads (390 +44 and 782 + 63, respectively) for
the same ratio of beads (10/1¢). MFI decreased significantly
for P beads in presence of Cyt-D (782+63 vs. 564+ 56) but
was still equivalent for Theads (352+21). The MFI decreased
sharply for both types of beads in presence of PFA (782+63
vs. 7545 and 390+44 vs. 96+5). For the analysis with TB,
the percentage of phagocytic cells was more important after
incubation with P beads than with I beads (49+11% and
18+5% of phagocytic cells, respectively). Treatment with
Cyt-D resulted in a decrease in the percentage of phago-
cytic cells (16+3% vs. 49+11% for P beads and 10+1% vs.
18+ 5% for I beads). According to these data ranges, Figure
3 illustrates the results of one among the four independent
experiments. Figure 3A shows results without TB (total MFI)
and Figure 3B presents values after TB quenching.

The effect of these inhibitors and that of Lat and Jasp are
summarised in Figure 4. For P beads, Cyt-D and Jasp induced
a decrease in the percentage of phagocytic cells close to 50%,
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Figure 2. SSC parameter analysed for MA alone or after a 90-min incubation with P or I beads (10/1¢ ratio) (A), and in the presence of inhibitors of
phagocytosis (Cyt-D, Lat and Jasp) or after PFA fixation (B). The value indicated on each cytogram corresponds to the Y Geo Mean which represents

cellular complexity (representative of three independent experiments).
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Figure 3. FCM analysis of cells without (A) or with trypan blue (B) after a 90-min incubation with P and | beads (10/1¢ ratio) in the presence or absence
of Cyt-D and PFA. (A) Total MFI is represented on the FL1 channel (green fluorescence of all beads). (B) FL1 channel detects the green fluorescence
of beads internalised by MA. After TB quenching non internalised beads emit a red fluorescence that can be detected on the FL3 channel allowing to
distinguish phagocytic (FL1+/FL3-) from non phagocytic (FL3+) cells (illustration representative of four independent experiments).

whereas Lat seemed to have no impact. For I beads, all inhib-
itors seemed to have no effects. Finally, whatever the beads
used, a PFA fixation significantly reduced the percentage of
phagocytic cells <2+0.6% (P<0.0001) (Figure 3B).

Moreover, we verified that the inhibitors (Cyt-D, Lat and
Jasp) were not toxic at the concentrations used: the amount
of dead cells determined by propidium iodide incorporation
was found between 8 and 15% (data not shown). Therefore,
these inhibitors did not seem to be cytotoxic under these
experimental conditions,

Toxicity assessment

The four toxicological parameters evaluated in this study are
presented in Figure 5.
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Figure 5A clearly shows that the only significant variation
in TNF-a concentration was observed when P beads were
incubated for 24 h with MA. There was no effect when cells
were incubated with I beads, neither for 90 min nor for 24 h,
even for the 40 T beads for one cell ratio. These data could be
correlated with the quantification of phagocytosis summa-
rised in Table 1. P beads were more phagocytosed after 24h
ofincubation (74 £5vs. 49+ 11) and globally more phagocy-
tosed than I beads (18+5 or 45£6). I beads at a 40/1¢ ratio
for 24h were as phagocytosed as P beads at a 10/1¢ ratio
after a 24-h contact.

No effect was observed concerning the percentage of
released LDH showed in Figure 5B. All values were at the
same level than the negative control cells alone compared
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Figure 4. Effects of inhibitors of phagocytosis (Cyt-D, Lat and Jasp) and PFA fixation on the MA in contact with P or I beads (10/1¢ ratio) analysed in FCM
after 90 min of exposure. The percentage of phagocytic cells is normalised with the control (n=4, *P<0.0001),

with the positive control (lysed cells), which was significantly
different.

The DCF production (nM/h) reflecting the amount of
global ROS generated (Figure 5C) indicates a significant
enhancement after a 24-h incubation for the two types of
beads. Correlated with Table 1, these data indicate that ROS
generation is linked to the amount of phagocytosis and incu-
bation time (24h).

Finally, H,0, production did not show significant dif-
ferences among the different conditions of exposure
(Figure 5D). After a 24-h exposure, ROS are generated prob-
ably due to H,0, that are likely the source of other organoper-
oxydes or lead to formation of hydroxides (Figure 5C).

Discussion

This study aimed at observing and quantifying phagocyto-
sis using confocal microscopy coupled to FCM. Using these
approaches, we were able to distinguish entirely engulfed
fluorescent microsized particles from those just adhering to
the cell membrane and FCM appeared as a powerful tool to
perform a multiparametric analysis of this cellular process.

Confocal microscopic experiments were very useful to
visualise bead internalization. This complementary approach
confirms the efficiency of the actin labelling with phalloidin,
which leads to a precise localization of beads throughout cells.
A limit to this technique is that we could not quantify beads
on images. Image analysing techniques could be adapted
to this type of acquisition, but the area analysed would be
limited. Another technique allowing to quantify the physical
process of internalization is necessary. This is the reason why
we developed FCM in this study.

The multiparametric FCM approach we developed was
shown to be a powerful tool for the quantification of phagocy-
tosis. This technique allows to analyse an important number
of cells without requiring the physical observation of events.
Different steps have been necessary to validate this approach
especially the use of different phagocytosis inhibitors. FCM
also confirmed the effectiveness of the “TB quenching’ for

quantifying phagocytosis. The results obtained after TB
quenching are in good agreement with the dynamics of the
phagocytic process and validated the use of TB quenching
for quantification in FCM. We have jointly observed that
green fluorescence shut down by TB was detected on the
FL3 channel (red fluorescence). Indeed, the TB was excited
at 488 nm and emitted in the red spectrum. This red fluores-
cence quenching could be allowed by a process similar to
fluorescence resonance energy transfer (He et al., 2004; Haas
2005).

SSC parameter reflects cellular complexity not only inside
cells but also at the membrane surface, it seems to be a good
indicator of cellular dynamics during the process of bead
internalization. SSC values increased with the amount of
internalised beads (P beads). Moreover, we observed SSC
changes after treating cells with actin inhibitors used as
controls.

This FCM technique allowed us to observe significant
differences between the two types of beads whose size and
coating were different (P beads had a diameter of 2 pm and
carboxylate surface groups whereas I beads had a diameter
of 1 pm and amine surface groups). We observed that with P
beads the SSC parameter was strongly increased compared
with control cells, we quantified 60% of phagocytic cells and
the effect of actin inhibitors was important. This suggests that
P beads are highly phagocytosed, much more than a same
ratio of I beads (10/1¢) for which SSC values were equivalent
to that of the control cells, only 20% of phagocytic cells were
observed and for which the inhibitors had no effect.

We have shown that Cyt-D, Jasp and Lat did not com-
pletely block the internalization of the beads (inhibition
of the phagocytosis of P beads up to 50% and no effect on
I beads), suggesting that other internalization pathways
may be involved and particularly a nonactin-driven proc-
ess (Aderem and Underhill, 1999; Castellano et al., 2001;
Etienne-Manneville and Hall, 2002; Niedergang and Chavrier
2004, 2005; Haberzettl et al., 2007; Lanzetti 2007; Yeung and
Grinstein, 2007; Gratton et al., 2008). It would be interest-
ing to explore other pathways such as energy-dependent
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Figure 5. Toxicity assessment for the different conditions: 10/1¢ ratio for P and I beads (after 90 min or 24-h contact with RAW 264.7 cells) and 40/1¢ ratio for
I beads (after 24-h contact) in terms of inflammation assessed by TNF-a production (pg/ml) (A), cell damage measured by the amount of LDH released (B),

total ROS (C) and H,0,-specific production (D) (n=3, *P<0.0001).

Table 1. Summary data of quantification parameters obtained in FCM (SSC, total MFI and percentage of phagocytic cells) for the different exposure
conditions: 10/1¢ ratio for P and I beads after a 90 min or 24-h contacts with RAW 264.7 cells and 40/1¢ ratio for I beads after a 24-h contact.

P bead incubation

I bead incubation

10/1¢ 10/1¢ 40/1¢
90 min 24h 90 min 24h 24h
SsC 446+7 649421 139+12 192+£19 183+32
Total MFI 78263 82875 39044 50891 831+48
% of phagocytic cells 49+11 7415 18+5 456 76+6

phagocytosis, clathrin-mediated endocytosis, caveolae-
mediated endocytosis or macropinocytosis (Gratton et al.,
2008). Finally, the study of membrane receptors such as
the scavenger receptors MARCO (macrophage receptor
with collagenous structure) and the complement recep-
tor 3 implicated in these pathways could also bring further
information (May et al., 2000; Palecanda and Kobzik 2001;
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Arredouani et al., 2004, 2005; Hamilton et al., 2006; Kanno
et al., 2007; Groves et al., 2008; Sulahian et al., 2008).

Taken together, these results underline the importance of
the physicochemical properties of the particles for the phago-
cytic process (size and surface groups) (Ahsan et al., 2002).
Further investigations are needed to determine whether these
two parameters have the same influence or if one prevails and
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which one (using beads of different size with the same surface
groups or conversely beads of same size but carrying different
surface groups such as carboxylate, amine and polyethylene
glycol).

Similarly, these characteristics could have a major impact
on the biological toxicity. Toxicological evaluations show that
in a global manner, ROS and LDH productions do not depend
on the size and chemical composition of beads. Generation
of global ROS seems more dependent on time incubation
and amount of internalised beads. On the contrary, these
parameters play a significant role in TNF-a inflammatory
response: carboxylate 2 pm beads (P beads) dramatically
increase TNF-a production (Wilson et al.,, 2007), whereas
amine 1 pm beads (I beads) seem to have no impact (10/1¢
and 40/1¢ ratio). These results fit adequately since we dem-
onstrated that P beads were more phagocytosed than I beads
(10/1¢ ratio) but as much phagocytosed as I beads fora 40/1¢
ratio reflecting equivalence in surface area. Thus, relationship
between surface chemistry and TNF-a production is clear.

Conclusion

We established a multiparametric method of analysis of
phagocytosis coupling FCM to confocal microscopy. This
approach allowed to highlight that physicochemical charac-
teristics of beads (size, surface area and surface coating) were
key factors of the internalization process and that they also
have an impact on toxicity.
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|.3 Données ¢c omplément aires

[.3.1 Observations m icroscopi ques

Des images ont étéealisées en microscopie photonique apres colorgiar la méthode ¢
MGG (ANNEXE Il1) ainsi gUen microscopie électronique a balayage (M- ANNEXE 11.2.1)
pour des cellules en contact avec des bP et |. LaFigure 42 présente uniqguement les résul
obtenus pour les billes P. En effet, les billesané plus petites, les images étaient sensible
équivalentes mais moins net

000000 ¥D 8 .3mm 15.0kY x3.5k 10um s 000000 WD 8.3mm 15.0KV x7.0k

Figure 42: Images réalisées en microscopie photonique aprékration cytologique par la méthode «
MGG (A et B) (Objectif x60)et en microscopie électronique a balayage et D) sur des cellules de la
lignée RAW 264.7 mises en contact ¢ des billes P (10/1¢) apres 6 heurd’incubation (A et B) ou
apres 16h d’incubation (C et P

Les images en 2D ont confirmé I'impossibilité dstitiguer clairement des particules étaient a
I'intérieur des cellules ou seulement adhérenteswface(Figure 42 A et E). Ces approches
microscopiques ont également permis l'observati@s étapes d’adhésion et de forma
d’invaginations membranair qui sont le point de départ du processus de phageeyainsi qu
dans certains cas d’observer des vésicules comdapbaux lysosomes autours de certaines |
et de certaines patrticules.
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Les images de MEB sont venues confirmer I'étapellttaion es particulesaux cellules en
apportant des informatiorsipplémentaire notamment sur la structure membranaire de la li
RAW 264.7 apparaissant tres hétérogéne ce quigemplie profil morphologique variable de «
cellules Figure 42 C et D). Nous avons aussi pu observer des vésicules algopitose en cou
de formation correspondant a I'étape d’internailisatiu processi de phagocytoseFigure 42 D).

Les particules micrométriquesont donc apparuesomme un bon modéle pour étuc
linternalisation nettant en jeu vrsemblablement un processus majeur de phago..

La réalisation de vidéo grace a une [-forme de vidéomicroscopie nous a permis d’obse
bien distinctementels phénoménes de déplacement des macrophagesréirganisations de
points de contact focawainsi que la formation des pseudopc (Figure 43).

Figure 43: Images obtenues lors de Il'acquisition en vidéonaiscopie sur une durée de 16tde
macrophagesle la lignée RAW 264.7 mises en contact avec diésstp (10/1¢.

Les essais deidéomicroscopie ont été réalisés avec des bikegalystyrene (billes P)e 2 um
de diamétre mises en contact avec les macrophadjemaés sur différentes périodes de tel (90
min, 3h et 16h) Il a été tres enrichissant d’observer de facomadyque les nombret
réarrangements se produisant au niveau de la mambsadlulairr du macrophage. Ce-ci est en
effet hautement déformable et trés active (fornrmdésassemblage desntacs focaux). Il a aussi
été intéressant de constater qu’au cours du telepssellules semblaient se répartir les bi
internalisées lors des d&ons cellulaires, apprécié par un pourcentags fdible de billes pe
cellules au cours du temps.
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[.3.2 Les marquages cellulaires fluorescents

[.3.2.1 Marquage des membranes plasmiques

Les membranes cellulairdes macrophages ont été marquéass un premier temavec le
PKH26 (Sigma) caractérisé par un maximum d’exadtat 551 nm et un maximum de rééemis:
a 567 nm (fluorescence orang(Hmama et al., 2004,Barreda et al., 200(). Cette sonde
fluorescente s'insére dans la bicouche lipidiques deembranes cellulaires et permet |
visualisation générale. Pour marquage, deux concentrations de PKH26 ont étéee$i/20 et
1/100 ainsi que différents temps d’exposition au dillér(30 secondes et 1 minute). Le diluer
était une solution aqueuse -osmotique utilisée pour maintenir la viabilité oddire
maximisant la solubilité de la sonde et ainsi augerel’efficacité du marquac¢ Le marquage au
PKH26 précedait la mise en contact des cellules Bgbilles puisque ce marquage était ré:
sur un culot de cellules avant sa remise en cu

Nous aons observé que les billes P (et il en a été dmen@our les billes 1), réémettaient d:
toutes les longueurs d’ondes y compris dans leeaggqui st un inconvénient majeur pour ¢
études de colocalisatioRifjure 44 A).

Figure 44: Marquage PKH26 (dilution 1/100) sur demacrophagesle la lignée RAW 264.7. (A) cellul
marquées au PKH26 + billes P apres 24h, (B) celtilmarquées au PKH26 sans billes, (C) cellu
marquées au PKH26 + billes P (10/1¢) apres 24h, (@)lules marquées au PKH26 + billes | (10/1
aprés 24h. Les image€(et D) correspondent a la projection maximale @efluorescence obtenue pol
une pile d'images de la zone sélectionr

La Figure 44 Bcorrespond ex macrophages sans billes traités au PKH26. Cetiditton nous
a permis de vérifier 'lhomogénéité du marquage nramdire et sa qualité, se traduisant par
absence de bruit de fond. Il était aussi intérasgarconfirmer que les noyaux des cellulnon
marqués) étaient repérables sur I'ima¢en négatif ». LaFigure 44 C et C correspond a la
superposition des images fluorescentes obtenues ges cellules marquées au PKH26
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incubées avec des billes P ou I. Les cellules mtdieen visibles (fluorescence orange due
marquage PKH26) et les billes apparaissaient eneja8i les billes ne réémettaient pas ¢
plusieurs spectres, cette flescence jaune aurait pu étre expliquée par unealation de:
billes au sein des membranes cellulaires. Pourdment, seule la visualisation en 3D nou
permis de voir certaines billes réellement intesé@s et d’autres plutdét adhérentes a la nrane.

Suite aux essais peu concluants avec le Pl (marquage tres peu homogg, le cortex
d’actine-F sousnembranaire a été marqué avec la sonde Alexa Flus®® phalloidir
(Invitrogen) caractérisée par un maximum d’exadata 581 nm et un maximum réémission a
609 nm (fluorescence rouge). La phalloidine estphmalotoxine isolée du champignAmanita
phalloideset correspond a un peptide qui se lie spécifiquérsenun site de I'acti-F. Pour ce
marquage, une seule concentration a été tests nM) pour une durée d’incubation fixée a
minutes. Le marquage a laglloidine était réalisé aprés la mise en contatedes cellules et le
billes car il nécessitait que les cellules soiemédds préalablement au Pl

La Figure 45 Amontre que contrairement au PKH26, la phalloidmen qu’elle ne marque qt
le cytosquelette d’actine ou cortex s-membranaire et non lamembrane cellulaire, permet
distinguer de facon beaucoup plus précise les oostoellulaires. De plus, le marquage
beaucoup plus homogene, ce qui permet de travdi#ldacon plus détaillée sur chaque plan ¢
pile d'image acquise en microsce confocale. De cette facon il est possible deatlav sur les
projections de plans de coupésgure 45 B et G et de déterminer plus précisémea position
des billes. Il apparait alors de facon plus évideqnie dans IFigure 45 Bla bille est localisée
I'extérieur de la cellule tandis quans laFigure 45 C la bille se trouve a I'intérieur de la cellt

Billes S : Phalloidine

Figure 45: Marquage du cortex d’actine so-membranaire a la phalloidine sur demacrophages de la
lignée RAW 264.7 aprés 24h de contact avec desdil (10/1¢). (A) Projection max de la pile d'ima
réalisés sur ce plan pour les billes (vert), la ploégdine (rouge) et la superposition des deux. (B et
correspondent a des projections de s de coupe selon les axes XZ et YZ permetl'évaluation de la
position d’une bille particuliere (située a l'intesection des lignes blanche
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[.3.2.2 Marquage des lysosomes au Lysotracker®

Les lysosomes, vésicules acides présentes dagtofdasme demacrophage ont été marqués
avec le Lysotracker® Red DND 99 (Invitroge(Gonzalez et al., 20C, Coffey et al., 2005,
Ibrahim- Granet et al., 200)) qui permet de marquer les lysosomes des cellutg®ds en s
basant sur leur acidité (maximum d’excitation a 5n7 et mximum de réémission a 590 |;
fluorescence rouge), le but étant de vérifier I-localisation des billes dans lessosomes. En
effet au cours du processus de phagocytose, les bibnt internalisées dans des vésicules dc
contenu s’acidifie. Pour ce marquage deux concéoriaont été testées (50 nM et 75 nM) a
que deux temps d’incubati: 45 minutes et 90 minuteke marquage avec le Lysotracke
pouvait étre effectué avant ou apres le contaagednt cellules et les billes car il était réa
directement sur les cellules adhérentes au fongui¢es sur les coversli.

La Figure 46 Apermettait de vérifier I'efficacité du marquage Is@ans billes). Il apparaissi
dans nos cellules de petites vésicules rougesseardilablement cytoplasmics, correspondant
aux lysosomed.a fluorescence est apparue assez faible dansniseméle Les images combinées
du contact avec les billes P ou | et du marquag®itsicker® n’étaient pas exploitables. En e
les billes P et | réémettaient dans toutes lesuens d’onde commdécris dans le paragrap
précédent. Les images deHmure 46 B et Cmontraient quéa fluorescence émise par les bil
se superposait a la fluoresce émise par le marquage Lysotracker®. Ainsiyilavait pas de
distinction possible entre le marge des lysosomes et les billes.

Figure 46: Marquage au Lysotracker® Red DN-99 sur des macrophagede la lignée RAW 264.7A)
marquage Lysotracker® seul (image de la fluorescencimage de contrastet superposition des deu»
(B) cellules + billes P (10/1¢) 24h + marquage Lysmker®, (C) cellules + billes | (50/1¢) 24h
marquage Lysotracker®. Les images (B et C) présat les billes (fluorescence verte) et le marquz
Lysotracker® (fluorescence rouge) ainsi qu'une supesition des deux image
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|.3.3 Evaluation de la viabilité cellulaire par cytométrie en flux

Il existe une méthode trés courante pour évalueialzilité cellulaireen CMF. Cette technique
consiste a utiliser une solutiatiiodure de propidium permettant déduire le pourcentage !
cellules mortes et effectuer des fenétres d’exciugiour ne travailler par la suite qu’avec
cellules vivantegRiccardi and Nicoletti, 200¢, Jacobs and Pipho, 1983)

Dans nos analysese Ipourcentage de cellules mortes (aveans billes) pour toutes |
expériences réalisées en CMF a été en moyenne isoemtre 10 et 20% maximu (Figure 47).
L’'ajout de billes P ou | aux ttures n’affectait pasignificativementle pourcentage de cellul
mortes (10% pour les billes P et 10.5% pour leledil contre 9% pour les cellules seules).
résultats étant reproductibles entre les difféerbgériences, nous en avons déduit que les
types de billes n’étaient pagtotoxiques dans les conditions expérimentales iqp@és. Ces
résultats ont été confirmés pour différents ratidkes/cellules (jusqu’a 100¢), et différents
temps d’incubation (jusqu’a 22h).
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Figure 47: Profil des cytogramms obtenus lors de I'évaluation de la mortalité cedire grace a
I'utilisation d’iodure de propidiumsur lesmacrophagedle la lignée RAW 264.7 en CMF. Les cellul
iodure de propidiumpositives se trouvent dans les quadrants supériegasiche et droit d chaque
cytogramme. L'utilisation des deux canaux de flu@eence FL1 (Fluorescence vert— billes) et FL3
(Fluorescence rouge -todure de propidiur) simultanément permet de faire la distinction eaties
cellules mortes sans billes (en haut & gauche les cytogrammes) et les cellules mortes avec b{iee
haut a droite sur les cytogrammes) exprimées enrgentages
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Les trois inhibiteurs des filaments d’actine uéhs(Cy-D, Lat et Jasp) ont engendre «
pourcentages de cellules mortes compris €8% et 15% et s’avéraient donc non cytotoxic
dans les conditions expérimentales employées. ¥ anohe, plusieurs durées d’incubation ave
Cyt-D ont révélé que le pourcentage de cellules mategnentait de fagon significative ap
2h30 d’incubation(environ 40% de cellules positives a l'iodure degadium). Nous avons dor
fixé un temps d’exposition limite de 60 minutedlly-D pour la suite des expérienc

Enfin pour le témoin PFA qui est un perméabilisatal, la mortalité cellulaire étaproche de
100%.

1.3.4 Etude dynamigue du processus de phagocytose

[.3.4.1 Effet du ratio de microparticules par cellule

Nous avons par la suite, regardé l'effet du ratomicroparticulesemploye afin de mieux
appréhender lephénoméne d’internalisation par les mahages. Dans ce cas la dur
d’incubation entre les billes et les macrophagai gxée arbitrairement a 90 minut

- Pour les billes P trois ratios ont été te: 10 billes pour une cellule (10/1¢), 20 bil
pour une cellule (20/1¢) et 30 billes poine cellule (30/1¢).

- Pour les billes | cinq ratios ont été te : 10 billes pour une cellule (10/1¢), 20 bil
pour une cellule (20/1¢), 30 billes pour une cell(80/1¢), 50 billes pour une cellt
(50/1¢) et 100 lbies pour une cellule (100/1
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Figure 48: Graphiques relatifs a l'effet du ratio nombre dbilles (P ou I) pour une cellule sur le
macrophagesde la lignée RAW 264.7. (A) MFI totale (sans BT)B)( pourcentage de cellule
phagocytantes (avec BT), (C) Side ser (Y Geo Mean). La durée de contact entre lesdsillet le:
cellules était fixée a 90 minutes. Trois ratios ti#les P (10/1¢, 20/1¢ et 30/1¢) ainsi que cingioatde
billes I (10/1¢, 20/1¢, 30/1¢, 50/1¢ et 100/1¢) eté testé (n=4).
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La MFI pour lesdeux types de billes augmentait de facon linéairéoaction du ratio croissa
de billes administrées. De plus I'étude de ce pateemmontrait une équivalence entre les bill¢
10/1¢ et les billes | 50/1¢ (fleche rouge). A ratuivalent, les billeP présentaient une MFI pl
importante Figure 48 A). Le pourcentage de cellules phagocytantes augmemt fonction de |
guantité de billes adminigtes. De plus, le processus de phagocytose étaitimpportant avec le
billes P a ratio équivalenfFigure 48 B). Ces données sont en accord aveparamétre de SSC
qui reflete la complexité cellulairFigure 480C).

1.3.4.2 Effet du temps de contact entre les microparticules et les
macrophages

De mémeque pour l'effet du rati, différents temps d’incubation entre les celludédes billes
ont été évalués en CMR heures, 4 heures heures, 8 heures et 22 heur&s.facon éobtenir un
pourcentage de cellules phagocytarcomparable, nous avons igé un ratio de 10/1¢ pour |
billes P et un ratio de 50/1¢ pour les bille

La MFI augmentgour les deux types de billes mais de facon mréguliere¢ pour les billes P
au cours du temp&igure 49 A).

Le pourcentage de cellules phagocytantes auce de fagon équivalente pour les deux type:
billes au cours duemps et certainement jusqu’a plateau Figure 49 B). Cette foi-ci les billes |
apparaissent plus phagocytées mais leur ratioaitajtfois wpérieur a celui des billes

Les résultats sonsimilaires au regard du parametre de SSC mesurBaéuc des temg
d’incubation indiqués, mais les valeurs obtenuesr ges billes P étaient supérieures a ce
obtenues pour les billegFigure 48 C).
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Figure 49: Graphiques relatifs a I'effet de la durée d’incaltion des billes P et | avec limacrophages
de la lignée RAW 264.7. (A) MFI totale (sans BTR)(pourcentage e cellules phagocytantes (avec B
(C) Side scatter (Y Geo Mean). Les billes P a 1021¢es billes | a 50/1¢ ont été incubées 2h, 4h, 8h

et 22h.
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Les analyses effectuées avec des ratios différeinttes durées d’incubation différentes ont
permis de souligner I'importance de la variabilités résultats engendrée par la modification de
ces parametres. Il est apparu indispensable dedesparameétres de fagon a obtenir des résultats
reproductibles. Ainsi pour la suite de I'étude,diarée d’incubation macrophage/particules a été
fixée a 24 heures et le ratio a aussi été fixeeands de nombre de particules par cellule.

1.4 Bilan sur I'internalisation de particules micro métrigues

Au vu des données obtenues en microscopie optMdEB, microscopie confocale et CMF pour
le paramétre de SSC, nous avons pu valider notadelmal’étude de particules micrométriques
sous forme de billes fluorescentes. Les deux tgedsilles employées (P et I) ne sont pas toxiques
pour la lignée RAW 264.7 dans les conditions wééis (temps d’incubation et ratios billes/cellule).
De méme nous avons démontré que les inhibiteursythsquelette d’actine employés comme
témoins (Cyt-D, Lat et Jasp) ne sont pas toxiquassdes conditions expérimentales testées
(concentrations et durées d’incubation).

Par ailleurs, nous avons confirmé et exploité aaumil’effet « quencher » ou d’extinction de
fluorescence par le BT. Les résultats obtenus sordccord avec la dynamique du processus de
phagocytose car le traitement avec les inhibitdess filaments d’actine diminue a la fois la MFI
(quantification directe de la fluorescence deseb)ll ainsi que le pourcentage de cellules
phagocytantes tandis qu’une fixation au PFA antatldement le processus de phagocytose.

Concernant les témoins, les techniques de CMF etnibeoscopie ont montré de facon
complémentaire que la Cyt-D, la Lat et la Jasp tiiasent des inhibiteurs partiels (au maximum
efficaces a 50%) du processus de phagocytose psunacrophages de la lignée RAW 264.7 en
contact avec des billes P ou I. Le PFA a été retemume un témoin de non phagocytose absolu.
L’ensemble de ces observations nous permet de sepppe le processus de phagocytose
impliqguant des réorganisations des filaments diactine constitue pas le seul mode
d’internalisation des billes P et encore moins bides |. L’hypothése la plus vraisemblable est
I'implication d’autres modes d’internalisation, pemple la pinocytose, I'endocytose médiée par
les cavéoles ou la clathrine nécessitant la ppdtiiin et le recrutement d’autres types de filasent
du cytosquelette que I'actine.

Les études en CMF ont montré qu’a ratio equivalla#,billes P sont quantitativement plus
phagocytées que les billes | sur la base des afsulle MFI et de pourcentage de cellules
phagocytantes pour un temps d’incubation donnéplD& nous avons observé une augmentation
importante du SSC en présence de billes P, maiscbep plus faible en présence de billes I. Les
billes | étant deux fois plus petites que les billg elles doivent beaucoup moins diffracter les
rayons incidents. Cependant la taille des billesuféit pas a expliquer cette nette différence de
phagocytose entre les billes P et I. Les groupesndet surface présents sur les billes jouent
certainement un role essentiel sur la quantité idesbphagocytées, sachant que les billes P
possedent des groupements de surface carboxyldes dtilles | des groupements amine. La
fixation au PFA nous apporte des indications suppl#aires pour cette réflexion. En effet les
cellules fixées au PFA perdent leur différence deeptiel membranaire et il a été vu que pour
cette condition, le processus de phagocytose estié@mais I'adhésion des billes aux cellules est
également diminuée. Les charges de surface des bitlposées par leurs groupements de surface
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constituent donc un élément essentiel au moins peétspe d'adhésion du processus de

phagocytose. Nous pouvons avancer I'hypothése gyadleur revétement amine, les billes | sont
moins bien internalisées, peut-étre a cause d'tiasgde chimiotactisme moins efficace au cours
de I'étape initiale de la phagocytose. Ces difféesnconfirment I'importance des caractéristiques
physico-chimiques des particules a étudier (taidgétement de surface).

Par ailleurs, les études cinétiques de la phageeytmt montré une augmentation des trois
parametres évalués en CMF (MFI, pourcentage deleglphagocytantes et SSC) lors de I'analyse
de ratios billes/cellule croissants. Outre I'importe de la taille et des groupements de surface des
billes, I'intensité du processus de phagocytoseedémonc aussi de la quantité de billes présentes
dans le milieu de culture. De plus, nos observatigvelent que le processus de phagocytose
semble quantitativement équivalent lorsqu’un redgal0 billes P pour une cellule est utilisé versus
50 billes | pour une cellule. Enfin, I'étude de ak=ux ratios au cours du temps (en CMF et en
microscopie a épifluorescence) a montré que laeddli@cubation optimale entre les billes et les
macrophages est de 24 heures et non pas de 9Cemanbitrairement fixées selon les données de
la littérature. Cette durée d’incubation sera damgliquée pour la suite des expériences.

De ce fait, la CMF apparait a la fois comme un baiil quantitatif direct du processus de
phagocytose et d’analyse de l'efficacité des témdimhibition du cytosquelette et du PFA. Mais
cette méthodologie ne permet pas de visualisecdéiales, de sorte que nous avons réalisé en
parallele des acquisitions dimages en microscopamfocale. L'approche microscopique
renseigne sur la répartition des billes fluoresegnet notre étude a démontré la complémentarité
de ces deux approches. En effet, nous avons obgeevies résultats quantitatifs obtenus en CMF
sont en accord avec les acquisitions d’ordre qatdlpour la microscopie confocale en termes de
guantité de billes P phagocytées, d'efficacité isbiteurs et de la cinétique du processus de
phagocytose. Cependant nous ne pouvons pas enéatiser de veéritable quantification
systématique de la fluorescence observée a pasiindages obtenues en microscopie confocale.
En effet, pour cela des développements sont nécess&s analyse d’image notamment au niveau
3D. Enfin, la troisieme catégorie de billes (S) :icau permis de progresser en microscopie
confocale sur 'acquisition des images et le dgwadmnent d’'un marqueur cellulaire mieux adapté
(phalloidine) en comparaison des marquages fluemdsc membranaires (PKH26) et des
lysosomes (Lysotracker®) non efficaces.

En conclusion, nous avons montré au cours de petimiére partie du travail utilisant des
particules micrométriques que :

- La quantification directe de la phagocytose en Qikce au quenching par le BT s’est
révélée efficace et reproductible.

- La quantification en microscopie confocale est e par les problemes d’émission
parasite de fluorescence des billes dans difféserdtangueurs d’onde, et sera
perfectionnée a court terme.

- Les analyses de toxicité sont robustes et repriduest

- La physico-chimie de la particule semble jouer dte ressentiel sur la quantité de
particules internalisées.

Cette étude a permis de mettre au point différet@elsniques d’évaluation de I'internalisation
des particules de taille micrométrique. Les chapiBuivants vont s’attacher au développement de
particules modeles de dimensions nanométriques.
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Il. Particul es nanométriques doublement fluorescentes
pour évaluer I'internalisation

II.1 Introduction et développementst echniques

L’'offre commerciale de particules micrométriques différenten termes de taille et «
fonctionnalisation de surfacétant limitée, et de pamotre nécessité d’avoir une fluoresce
spécifique, nous avorspouhaité fair synthétiser a facon des particules détermi De plus notre
étude précédente soulevé le probléme du manque d’outils pour distargprécisément le
nanoparticules intealisées de celles adhérentu niveau des membranes cellulai

Le pHrodo™ [nvitrogen) est une nouvelle sonde, dont les dosmigela littérature sont ass
limitées(Miksa et al., 2009) possédant une fluorescer@eolutive en fonction es modifications
du pH Figure 50). Ses longueurs d’ondes d’excitationd’émission sont respectivement 532
et 495-550 nmLors de la phagocytose et notamment lors de lafludes phagosomes avec
lysosomes, les phagolysosomes subissent une famenution du pH intravésiculaire. L
fluorescence rouge de cette sondemente significativement lorsque le pH s’acidifie sérait
donc possible de distinguer le matériel intracalhel du matériel extracellulaire qui représentse
probléeme majeur pour la réalisation d’analyses d{ies et de la quantificatide la fluorescence
notammenen CMF, sans avoir besoin d’annuler la fluorescemmésete a I'extérieur des cellule
(« quenching pavec d’autres moléculeslles que le bleu trypafNuutila and Lilius, 2005).

pHrode™ SE labeled —
bacteria /3 t
d
Outside ezl
pH -7.4 Allached bacleria
- S
Fhagocytosis
Inside cell
pH ~7.0-7.2

Bacleria fluoresce brightly
in low pH ot
phagocytic vesicles

—pH 1
—H R
pHT
HA
—pHe

—Hd

Fl.oresce-os Enission

=
550 530 570 580 500 €00 €10 G20 G3C 540 650 66D 670 630 €00 TCO
I'mission Wavelength [nm]

Figure 50 : Principede fonctionnemende la sonde pHrodo. (A) Principe expligiavec la molécule de
pHrodo fonctionnalisé& sur des bactéries. (B) Image illustrative. (Cpectre d’émssion de la sonde en
fonction du pH.

Notre idée était donc de développer un modeéle ofle ceonde serait couplée a «
nanoparticules fluorescentésontenant un cceur dluorescéine isothiocyana- FITC) de taille
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variable. Les résultats devraient étre analysajplesititativement et une visualisation conjointe en
microscopie confocale permettrait des études petkas de co-localisation. Les nanoparticules
pHrodo™ et FITC positives constituant la fractioesdnanoparticules phagocytées par les
macrophages tandis que les nanoparticules FITQiyEsicorrespondraient aux nanoparticules
non phagocytées et donc non internalisées danvg$sules acides des cellules.

Il est déja décrit dans la littérature des systedesapsules ou encore de senseurs appelés
PEBBLE (Probes Encapsulated by Biologically LocadiZmbedding) pour « sondes encapsulées
par un enrobage biologique localisé » qui préséntanrmode de fonctionnement similaire mais
qui, pour les diverses raisons exposées ci-desseeissont averés peu adaptés a notre
problématique.

Les équipes de Donath et @Reibetanz et al., 2010, Reibetanz et al., 2007, iRero et al.,
2010)et de Kreft et al(Munoz Javier et al., 2008, Semmling et al., 2008kirtach et al., 2006)
ont travaillé sur les capsules et I'utilisationsades fluorescentes telles que les SNARF dye. Les
capsules généralement obtenues par synthese muhies a partir de CaGO@u SiQ sont plutot
utilisées dans un contexte de vecteurs de meédidanaetivables. Associées a des sondes telles
gue les SNARF dye, elles permettent aussi de sieviafic vésiculaire intracellulaire. En effet,
cette sonde émet une fluorescence rouge en enememt alcalin et une fluorescence verte en
environnement acide. Or dans notre contexte, settide est incompatible avec la juxtaposition de
la fluorescence FITC au cceur de nos nanoparticBeesailleurs, la principale critique concernant
les capsules concerne leur taille élevée, d’ordpg&seur au micrometre.

L’équipe de Kopelman et al. a travaillé sur un eustystéme proche du notre nommé PEBBLE
(Buck et al., 2004, Lee et al., 2009, Clark et all999a, Clark et al., 1999b)Cette équipe insiste
sur I'importance du monitoring au niveau cellulails soulévent le probleme de I'injection de
sondes fluorescentes libres qui conduisent a desférences chimiques entre la sonde et les
composants cellulaires et le fait que la sonderaiene peut étre toxique pour la cellule. Ainsi, les
PEBBLE correspondent a des nanosenseurs et sotgrme général qui décrit une famille de
matrices et de techniques de nano-fabricatiorsé@8k pour miniaturiser des senseurs existants. |l
existe de nombreux types de PEBBLE pour faire difffes mesures, ce sont toujours des matrices
inertes encapsulant des sondes de matrices irdatpstite taille (20 a 600 nm de diametre) qui
sont préparées avec des processus de nano-émiigi@nsion. Ces systemes sont assez proches
de notre concept de nanoparticules doublementdaoentes mais il n'apparait pas réellement
possible de controler la chimie de surface en dehdiune fonctionnalisation avec des
groupements PEG. Or dans nos perspectives d’éhales souhaitons disposer de nanoparticules
fluorescentes avec une surface spécifique contedléed’étudier plus spécifiquement I'impact de
ce paramétre sur l'activité de phagocytose etieite.

La société Nano-H est spécialisée dans la producitol'adaptation de nanoparticules. Elle
contrdle (procédé breveté) la synthése, la fonotbisation de surface et la taille des
nanoparticules produites. Son expertise permet eggait de stabiliser des nanosondes
multidétectables (optique, magnétique, etc.) poes détectionsn vivo et in vitro. Nano-H,
fabrique et commercialise des produits a base depaaticules hybrides : oxydes ou métaux,
simples ou mixtes par accrochage de molécules mpges ou biologiques sur des particules
minérales.
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Notre cahier des charges était précis enanoparticules pradgtes a fagcon devaient répondr
nos attentes en terme Endemende fluorescenceompatible a la fois avec les analyen CMF
et en microscopie (éffiuorescence, confocal Malheureusement, la quantification en C
utilisant le quenching au bleu pan développé pour le modele de particules micnoguets s’es
avérée non concluante avec le modele de partieidasmétriques. Cette partie du tras’est
donc attachée a mettre au point les nanoparti@gasibles au pH et le point de vquantitatif
n'est abordé que par les techniques d’imag

Afin de remplir nos critere, divers lots de nanoparticulest été synthétisés puis testés avar
donner entiere satisfactiomous nous proposons ici de donner quelques élémmntsles
différentes mises au point effectuées avant de préskrstedravaux que nous avosoumis a
Journal of Nanopart Reseatr.

[1.1.1 Synthése des nanoparticules fluorescentes

La société Nand+ a proposé suite au cahier des charges que noausal®ns soumis, |
dévelopement et la fourniture de lots d'échantis a base de silice fluorescente (FIT
fonctionnalisée par un enrobage contr6lé de palyaile pouvant étre poix pour incorporer par
liaison covalente Iaonde sensible au pH (pHr(™). Les particuleont éte stabilisées par des
acides carboxyliques de surf (Figure 51).

Ainsi a chaque fois nous avons comparé nanoparticules dites gtassique » sans pHrodo™
et des nanoparticules ditepkrodc » avec pHrodo™Nous avons décidé d’utiliser la FITC
niveau du cceur de la particule car c’est un fluboop trés couramment utilisé malgré le fait
la stabilité de sa fluoresoem soit controverséen fonctiom du pH environnant. Mais de | le
procédé de synthése, cet inconvénient est a dans notre cas précis, I'enveloppe de
nanoparticuleinsi que le coeur de silice protnt de facon efficace le fluoropho(Sj6back et al.,
1995)

nanc

Fonctionnalisation de surface
carboxylate (-COOH])

Coeur de silice
Enveloppe poreusede fluorescente(FITC)

polysiloxane + pHrodo

Figure 51 : Structure schématiqu des nanoparticules développées.

1- Cceur a base de silice luminesce et de molécules de type FITC.

2- Enrobage contrélé de surfacpermettant I'incorporation de la sondsensible au pH : pHrod«
3- Post-fonctionnalisatioravec de<@cides carboxyliques pour asserune stabilisation de surfac
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Nano-H a proposé de livrer de dix a quinze écHanslprovenant de différentes conditions de
synthese. Concernant le pHrodo, des essais pralismont eté nécessaires a I'optimisation de la
guantité de molécule a greffer pour une visualisatiptimale.

Les nanoparticules sont obtenues par la techniguesynthése en microémulsion inverse » qui
permet I'obtention d’'un cceur de silice encapsulésdme couche de polysiloxane fluorescente. A
l'origine, des micelles inverses sont créées, sépaa phase aqueuse de la phase organique
apolaire. Chaque micelle sert de nano-réacteuesude laquelle tous les réactifs (silice, silanes,
fluorophores, catalyseurs) s’accumulent créantiaffes objets compacts, et empéchent la
coalescence entre particules voisines. En effetlqa la synthése, comme les especes chimiques
sont polaires, la constante d'équilibre des réaest favorable a la phase agueuse et les réactions
de nucléation en solution puis de gélification {gel) vont se produire a l'intérieur des micelles.

L'immobilisation des fluorophores de FITC a lieu@tbut de la réaction lors de la formation du
coeur de silice. La synthése du coeur se fait setopracédé sol gel en milieu basig(Man
Blaaderen and Vrij, 1992) Le cceur de silice est formé en y incorporantadeITC par réaction
organique entre I'aminopropyl triethoxysilane (gresiNH) et la FITC.

L’ajout de la sonde pHrodo est réalisée dans uorge¢emps par couplage du pHrodo a
APTES, un des précurseurs de la couche de pokeile. L'enrobage (procédé sol gel
eégalement) est particulier avec un mélange de TEPHES catalysé en milieu basique par la
triethylamine(Fizet et al., 2009)

[1.1.2 Données sur les mises au point des nanoparti cules

Une vingtaine de lots de nanoparticules ont étééseafin de mettre au point le procédé de
fabrication de ces particules modéles en termdideescence (FITC et pHrodo) et de taille.
Les différents types de nanoparticules testéesréoapitulés dans [Eableau 7

- Les particules dites classiques ont une fluoresc&hEC seulement.

- Les particules dites pHrodo ont une double flucgase FITC et pHrodo.

- La particule «enveloppe» correspond a un essaiaogldbalité de la particule était
recouverte par une enveloppe protectrice, mais roeedé a été abandonné car la
fluorescence de la particule n’était plus déteetabes particules dites « nvx procede »
et « nvx procédé 2 » correspondent a des ess#sll@ques de synthese différentes.

Concernant la dénomination, et plus particuliereamenr les différentes figures, les
nanoparticules sont en genéral indiquées par NR deila taille en nanométre et du pourcentage
de fluorophore (par exemple NP500 5% FITC).
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Particules (H20 pH 9)| Lot Dales Taille (mm)| DLS (mmn) % FITC |% pHiodu Fs?::fcslcoen Hmn[';:réeo:jiztll];.mil”es Miciuscopie CMF I:Chl'a\:lllF]
classique 170-09 | 28/04/2009 500 T2+12 | 1.23% : CO0H 246 * 10" Mauveis Fluc faible 4
pHrodo 178-09 | 11/05/2009 500 51216 1,23% 0.5% CO0OH 8.6%10" Mauveis Mon détectables |
classique 180-09 | 18/05/2009 500 L3+ 3% : CO0H 110" Mieux Fluc faible 85
classique 18°-09 | 18/05/2009 500 42547 5% : CO0OH 12%10" Ben Fluo ok 74
enveloppe 182-09 | 18/05/2009 400 37145 1.23% : CO0OH 17*10%2 Mauvzis Fluo trés faible 50
nvx procédé 212-09 | 11/06/2009 400 2731+128] 2% i CO0OH 3.83 *10" Migux Fluo ok 16
nvy procédé ? 2ML09 | 220R2009 A * 1.40% : COOH 4,32 10" Mg Flun ak 114
pHrodo 23°-09 | (7/08/2009 250 68 2% 0.7% COOH 24210 Fluo FITC OK et stabe 44
pHrodo 23209 | (7/08/2009 250 * 2% 0,2% COOH 223 =10'2 Sans acide le bruiz dz | Fluo =ITC ok A7
pHrodo 233-09 | (7/08/2009 250 403+ 6 2% 0,3% CO0OH 245 *10" fond en Cy3 augmente |Fluo pHrodo non| 50
pHrodo 232 09 | (7/08/2009 250 405+ 6 2%, 0.5% COOH 213*10"2 en fonction du % de dtertahla 48
pHrodo 235-09 | (7/08/2009 800 * 2% | <05% | COOH 1,09 * 10" pHrodo 53
classique 236-00 | C7/08/2009 770 7703 2% : CDOOH 278 =10" Ben Fluo ok 40
classique 277-09 | 20/09/2009 250 26910 2% : CO0OH 28*10% Ben Fluo ok 65
pHivdo 276-09 | 20/09/2009 250 307.3 1,23% 0.5% COOH 44-107 Ben Fluw =ITC uk 44
pHrodo 279-09 | 20/09/2009 250 2 2% 0.5% COOH 47*10% Ben Fluo pHrodo non | 41
classlque 0210 | 05/03/2010 500 7723 1,23% - CO0H 3210”7 Ben Fluo ok -
pHrodo 02510 | (5032010 500 * 1.23% | 2.0% COOH 4,6%10" Ben Fluo ok
classique 036-10 | 11/03/2010 500 " 1,23% - CI0H 327107 Ben Fluo ok
classique 03710 | 11032010 700 959.7 2% : CO0OH 1,56*10" Ben Fluo ok

Tableau 7: Tableau récapitulatif des différents types cnhanoparticules testées au cours de la
collaboration avec Nano-H.Les caractéristiques denanoparticulessont résumée : lot, date, taille,
pourcentage de florochromes, fonctionnalisation de surface et nongbde particules théorique par m
Les données de microscopie correspondent a uneuatin visuelle. Enfin, pour la CMF les donné
refletent la capacité de détection de la fluoresceret la valeur du cefficient de variation (CV) reflétan
I’lhomogénéité de répartition de la fluorescence &(FITC) au sein de I'échantillon analys

Pour chaque lot de particules recues, différentarpatres ont été évall :
- La stabilité de la fluorescence soufaisceau du microscope a -fluorescence.
- La capacité de détection des particules en (
- Le coefficient de variation des nanoparticules eNFC de fagon a détermin
’lhomogénéité de la distribution en taille des naanticules testée

Pour les évaluatits en é[-fluorescence, quelques microlitres ml@noparticule pures ont été
montés etre lame et lamelle et obses directement avec unicroscope a é-fluorescence. Les
nanoparticule®nt été observées sous les différents filtres denfavérifier la spécificité de la
fluorescence de la FITC et stabilité soude faisceau (photobleaching).

Concernant la capacité de détection des partiemeSMF, 4 uL dinanoparticule pures étaient
mélangé a 500 pL de FACS Flow (liquide de gaine du cytime)éla capacité de détection ¢
nanoparticulespar I'appareil a été observée. De plus les coefitsi de variation (C), soit
I’'hnomogénéité des particules ' été mesurés.

La Figure 52 présentequelques exemples profils de cytogrammes obtenus en CMF lors
I'analyse du CV. Les valeurs obtenues pchacun deslifférents types dnanoparticules testées
sont résumeées dans Tableau7. Il est apparu que les nanoparticulesrniesdans les premiers
lots par NandH présentaient d’importantes variations au niveas @V, ce qui noua conduit a
tester de nouveaux procedés de fabricatiornanoparticuleslans le but de réduire I'importan
de ce CV pouse rapprocher d’'un CV optimal de 5 correspondami@i observé pour les billes.
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Key  Name Parameter _ Gate Lot
| e Fu G1 Billes P
23109 Key Name Parameter _ Gate Lot
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Figure 52: Exemples de cytogrammes obtenus lors de I'évaturaties coefficients de variation en CV
pour différents lots denanoparticule: testés. L'axe des ordonngerésente le nombre d’éveneme
tandis que I'axe des abscisses reflete l'intengiig fluorescece sur le canal FL1 (fluorescence ver
correspondant a la FITC contenue dans Inanoparticuleg. Ce type de cytogrammes permet d’obteni
valeur du CV.

La derniere analyse réalisée sur les lotsnanoparticules @oncerné la caractérisation de
distribution en taillegrace a la technique (DLS. La Figure 53 donne un exemple profils
obtenus grace a cette technigd®NEXE 11.4.1).

Size Distribution by Intensity Lot 178.09
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Figure 53 : Profil de distribution en tailleobtenu avec la technique de DL&Exemple présenté pour le |
de nanoparticules 178.09.

Le Tableau 7résume les résultats de ces caractérisations p@sqye tous les types
nanoparticulesll s’agissait de vérifier que la taileffective desranoparticule correspondait bien
a celle annoncée par Nano-Bependant des écarts non négligeables ont été aotes|a taille
prévue et la taille évaluée pBLS. Desanalyses ont aussi été effectuées par NANNEXE
11.2.2) sur certains lots de facon a vérifier que les fmssent:éent apriori toutes les quités
requises.

Finalement aprés optimisation, I'étude présentéasdi publication suivante intitul
« Quantitative cellular uptake ofadible fluorescent core-shelled modedanoparticle: » a été effectuée

sur des nanoparticules bien caractérisées & sans pHrodale 250 et 500 nm de diame

Ces travaux ont été soumida@urnal of Nanoparticles Resea.
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Abstract Introduction: The investigation of the relationship between pies’ physicochemical parameters,
their uptake by cells and their degree of biologioaicity represent a crucial issue especiallytfoe development of
new technologies such as fabrication of micro- aado-particles for the promising field of drug gely systems.

This work aimed at developing an original modedofible fluorescence submicronic particles thatadnd spotted
inside phagolysosomes.

Materials and methodsEITC particles were synthesized and then conjugatéh a fluorescent pHrodo™ probe
whose red fluorescence increased in acidic comdittuch as lysosomal content.

After validation in acellular conditions by spedtemalysis using confocal microscopy and dynangbtliscattering,
quantification of phagocytosis was conductied vitro on a macrophage cell line. The impact of pHrodo™
functionalization on these particles’ biologicafeets (cytotoxicity, inflammatory response and @tide stress) was
also investigated.

Results/ConclusionResults validate the proof of concept of doubl®iféscent particles (FITC + pHrodo) allowing
detection of entirely engulfed pHrodo particlese@r and red labelings). Moreover incorporationtdfquio™ had no
major effects on cytotoxicity as compared to pé&tionithout pHrodo™ making them a powerful tool foicro and
nanotechnologies.

Keywords  Fluorescent submicronic particles, cellular uptakéirodo™, toxicity.
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Introduction

Nanotechnology is an emerging multidisciplinarydithat involves the synthesis of materials in
the nanoscale (i.e., PM) size range. The development of nanoparticlesently represents a
significant issue for environmental sciences, bersmes and nanomedicine (Oberdorster et al.
2005). Their physicochemical features confer thepecsic properties depending on their
application domains (Broz et al. 2006; Nan et &08). It is now generally recognized that
ongoing assessments of the human health and ecalagiplications of exposure to nanoscale
materials are necessary prerequisites before themeocial benefits of this technology can be
fully realized (Warheit 2010).

Given the excitement associated with all nanoteldgyoapplications, evaluating the potential
hazards related to nanomaterials has become angiagnesrea in toxicology and health risk
assessment (Clift et al. 2008; Fubini 1998; Fubkinal. 2004; Sayes et al. 2007; Warheit et al.
2004). Particle surface and interfaces are impbortamponents of nanoscale materials (Warheit
2008). It has been demonstrated in the literatheg hanoparticles’ toxicological effects are
complex and involve a variety of factors, chief amgothem physicochemical characteristics
(Warheit 2010; Warheit et al. 2007). Taking intoc@ant this knowledge, physicochemical
characteristics of the fluorescent particles dgwetbin this studyi(. size and chemical coating)
were well-controlled, specifically all the stepspafrticles synthesis were described and the surface
functionalization was homogeneous, preventing agglation phenomena. The control of the
physicochemical parameters was one of the maintpaihthe particles’ specifications, offering
the possibility to functionalize them with otherrfsice groups and different surface charges.

Whatever the pathway of entrance of the particleghie organism (skin, digestive tract,
respiratory tract or by injection), phagocytic seduch as macrophages appear as one of the main
target cells. Indeed they are sentinel cells betapgo the immune system whose main role
consists in the internalization and destructionfafeign bodies by the phagocytic process.

Macrophages represent a model of cells widely usetxicological evaluations (Bruch et al.
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2004, Clift, Rothen-Rutishauser et al. 2008; Fuleinal. 2004; Hamilton et al. 2008; Sayes et al.
2007).

The level of biological effects may be influenceg the amount of internalized patrticles in
macrophages (Cho et al. 2009; Nan et al. 2008jei@it metrical systems could be used such as
surface, volume or number of particles. The mash@®material appears to be the less appropriate
metric yet the most easy to measure (Fubini €2G0). The number of particles might be a more
appropriate metric for uptake evaluations and Wwasefore used in this study. However it remains
difficult to precisely quantify this amount withithe intracellular compartments (Bos et al. 2000;
Leclerc et al. 2010). During the phagocytic procéseign particles are internalized into vesicles
called phagosomes whose content acidifies afterorfiusvith lysosomes, another type of
intracellular acidic vesicle, to form a phagolyso®o pH is around 6 in phagosome and decreases
to 4.5 in the fully matured phagolysosome whichams hydrolase-rich killing device (Griffiths
2004; Vieira et al. 2003). We took advantage os throperty of acidification and developed
double fluorescent particles sensitive to environt@aepH changes in order to use them as a tool
for phagocytosis quantification. For this purposd &or the first time in the literature, we coupled
FITC fluorescent particles with pHrodo™ Succininmigdster probe (Invitrogen) (Harvey et al.
2008; Kobayashi et al. 2010; Miksa et al. 2009; koet al. 2008; Strunnikova et al. 2009). The
red fluorescence intensity of this probe increagéls pH acidification and accurately indicates its
phagolysosomal localization.

Thus, our system directly detects particles engulfigphagolysosomes, unlike existing systems
described in the literature such as PEBBLE, (Buckle2004; Clark et al. 1999; Lee et al. 2009)
or capsules (fluorescent microcapsules), (Reibetarat. 2010; Reibetanz et al. 2007; Romero et
al. 2010) which monitor intracellular pH change$ie3$e micro- or nanostructures coupled with
molecules such as SNARF dye, (Munoz Javier et@82Semmling et al. 2008) are known to
function as pH-sensors. Indeed, intracellular pHypla key role in the regulation of different

cellular processese(g. apoptosis, phagocytosis, cell growth, metaboligit,.). It must be
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maintained at an optimal value and the knowledgisadliteration in complex biological samples

is crucial. Moreover there is a clear need for pbhitoring strategies that are non-invasive,

sensitive, quantitative, stable, reproducible dral tould be applied in real-time conditions (Peng
et al. 2007). Systems such as PEEBLE or capsules lieen developed for this purpose. But our
concern is different, and these tools cannot be @iseour purpose: the major problem with the

capsules is their micrometric size even if theiatetgy is quite similar (Sjoéback et al. 1995). They
are mainly developed for drug delivery system agpions. PEBBLE systems are not suitable for
our study as we do not want to monitor precise pbinges during the phagocytic process but to
localize particles in any type of acidic compartménoreover particles’ sizes and surface charges
should vary which seems difficult with systems sashPEBBLE that we cannot synthesize. It

seems difficult to control surface groups and siaEEBBLES during the synthesis process
which is a crucial step for a specific study of tdedular uptake.

Finally we investigated the innocuousness of théighes’ functionalization with the pHrodY
probe establishing comparisons between particlesjoivalent sizes with and without pHrdfo
The biological effects were evaluated accordingifferent cellular parameters: inflammatory
response with Tumor Necrosis Factor alpha (T)llfproduction, integrity of the cell membrane
with Lactate Dehydrogenase (LDH) release and thielative stress following production of
Reactive Oxygen Species (ROS) (Bruch et al. 20@tel@s et al. 1999; Donaldson et al. 2002;
Sayes et al. 2007).

This study can be divided into two main parts. thine synthesis of fluorescent particles of two
sizes (250 and 500 nm), with or without incorpamatiof the pH sensitive probe pHrodo™,
exhibiting specific carboxylate functionalizatiomhese particles were characterized and their
fluorescence emission spectra were validated iHudeneconditions. The second part presents a
proof-of-concept of the use of these double flucees particles for the detection of particles

phagocytosis after contacts with a macrophagdinell
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Experimental

Fluorescent particles development

Tetraethyl orthosilicate (Si(Q8ls)s, TEOS, > 99%), (3-aminopropyltriethoxysilane
(H2N(CHy)s-Si(OGHs)s, APTES, 99%), isopropanol ((GHCHOH, > 99,5%), triethylamine
((CoHs)3N, > 99,5%, dimethyl sulfoxide anhydrous ((@50O, DMSO,> 99,9%) Fluoresceine
isothiocyanate Isomere | §,,NOsS, FITC,> 90%), sodium hydroxyde (NaOH) were purchased
from Aldrich chemical (Sigma-Aldrich Chimie, Lyorkrance). Diethylenetriamine pentaacetic
dianhydride (GsH19N3Os, DTPA-ba, > 98.0%) was purchased from TCl Europeijadrecht,
Belgium). pHrodo™ succinimidyl ester (pHrodo,SE) swpurchased from Invitrogen (Cergy
Pontoise, France). Ethanol, diethylene glycol (DBS8%) and other organic solvents (reagent
grade) were purchased from SDS (France) and usexteised.

Two types of fluorescent particles with variablel avell-defined sizes (250 and 500 nm) have
been developed and produced (Nano-H, France). ahlps were composed of pure silica core
doped with FITC (green fluorescence) grafted byetdly bonds, as described by Van Blaaderen
et al. (1992) and Wang et al. (2003). Then a cdetigolysiloxane shell (SiOx) was added, by
hydrolysis condensation of APTES and TEOS usingrigmanol as solvent in the presence of a
catalytic amount of triethylamine (Fizet et al. 2D0During this step a functionalization using
pHrodo™ probe could be performed by adding in @elspercentage the reaction product of the
coupling between the dye using APTES in DMSO. Tim®mhous and porous properties of their
polysiloxane shell allowed the probe accessibtlitythe pH variations. Finally the particles were
stabilized by introducing carboxylic surface groug€OOH) onto their surface using
diethylenetriamie pentaacetic dianhydride DTPA-lsar@eagent. The synthesis was realized as
follows: DTPA-ba (one equivalent/APTES) was stirred DMSO (15 mg mL) at room
temperature during 15 minutes. Then a colloidalitsmh of particles in DMSO (25 mg ni) was
added to the reaction and stirred for 18 hoursoaimr temperature. A purification step was

achieved by an initial centrifugation at 7000 rpon £0 minutes followed by a redispersion in
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ethanol and a subsequent centrifugation (3 fol@907pm for 10 minutes). The particles were
then redispersed in Milli-Q water in desired cortcation (particles number/mL) at pH 9.
Thus, two types of particles were synthesized:
* FITC particles exhibiting only a green fluorescence
* FITC/pHrodo particles exhibiting a double fluoresce including red fluorescence of
pHrodo probe which increases as pH acidifies algwthe detection of intra-lysosomal
engulfed particles (access to double fluoresceneengred in acidic conditions).
The fluorescence of the particles was optimizedtésting different percentages of dyes
(Supplementary Table), ranging from 1.23% to 5%n(#nSiQ) for FITC grafting into the silica
core and 0.1% to 2% for pHrodo grafting into SiO% 1i/nSiOx). Excitation and emission data of

the dyes were: FITC (ex: 488 nm; em: 495-550 nidypdo (ex: 532 nm; em: 560-650 nm).

Particles characterization

Size distribution and zeta potential were measussag dynamic light scattering (DLS) using a
Zetasizer Nano S from Malvern instrument (OrsaynEe). Three measurements were directly
taken on the colloidal solution after surface miediion in water. Analyses were also carried on
in complete culture media.

Transmission electron microscopy (TEM) observatiomere performed. Samples were
prepared by diluting a solution of particles angaiating a drop of it on a copper grid coated with
a thin film of amorphous carbon and allowing thepuld to air dry at room temperature. Images
were acquired with a transmission electron micrpsgdeol 2010, Tokyo, Japan) operating at 200
kV.

The fluorescence specificity of the particles wasedmined by confocal spectral analysis in
acellular conditions. Analyses were performed usingpnfocal microscope TCS-SP2 from Leica
Microsystems (Leica®, Heidelberg, Germany) couptedan inverted microscope with oil
immersion objective (HCX APO L U-V-lI 63x1.2NA), anfitted with Acousto-Optical Beam
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Splitter (AOBS) covering a 350-850 nm wavelengthger The system was equipped with a set of
lasers: argon (458, 476, 488 and 514 nm), heliuani{843 nm), helium-neon (633 nm) lasers for
classical CLSM, and a Coherent© Ti:Sapphire MIRA Qcillator pumped with a 5 W Verdi
Nd:YAG (532 nm) laser. The femtolaser system dedideypically 800 mW, 200 fs pulses with a
76 MHz repetition rate. Suspensions of particlesewdaced in appropriate cup-shaped (4 wells
Lab-Tek™ Chamber Slides, Nunc®) and emission flsoeace spectral curves were collected
with 10 nm resolution over the wavelength rangel@® to 800 nm using two-photon excitation
and AOBS. For FITC/pHrodo particles, acquisitiorsrevdone in buffer solutions of different pH

(pH4 and pH10).

Macrophage cell culture

The RAW 264.7 cell line was provided by ATCC CelbBgy Collection (Promochem LGC,
Molsheim, France) deriving from murine peritonealamphages transformed by the AML Virus
(Abelson Murine Leukemia Virus). Cells were culine Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM, Invitrogen), complemented with 10% of fetahlf serum (FCS, Invitrogen), 1%
penicillin-streptomycin (penicillin 10 000 units/mlstreptomycin 10 mg/mL; Sigma-Aldrich,
Saint-Quentin Fallavier, France) and incubated 7&C3under a 5% carbon dioxide humidified
atmosphere.

The particles’ fluorescence was assessed afterrm@dincubation with macrophages using an
arbitrary ratio of 1000 particles for one cell (D00¢) based on the macrophage size compared to

the particles sizes. Particles were strongly vadeauring 30 seconds before use.

Treated cells electron microscopy

Cells were grown in six-well plates (1 million celin 4 mL of complete culture medium)

containing coverslips. Particles were incubated?ébhours.
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For Scanning Electron Microscopy (SEM) observatiganples were fixed for 15 min with
2.5% glutaraldehyde (Sigma) and dehydrated in aeebaths of increasing concentrations (30%,
50%, 70%, 80%, 90%, 95% and 99%, 10 min/bath) (BlmR et al, 2004). Coverslips were
sputtered with gold coating and examined with a FEEM (Field Emission Gun, 6500F Jeol,
Japan).

For Transmission Electron Microscopy (TEM) obseor, samples were fixed in 1%
glutaraldehyde/0.5% paraformaldehyde in 0.1 M mbiaddiK buffer (pH 7.4), postfixed in 1%
osmium tetroxide in 0.1 M cacodylate buffer for dun dehydrated in a graded series of ethanol
and embedded in Epon resin. Ultrathin (70 nm) eastwere cut and stained with uranyl acetate
and lead citrate. Images were acquired with a mn@&@son electron microscope (MET Hitachi

H800-3, Tokyo, Japan) equipped with a CCD camer4Q AMT).

Confocal imaging and phagocytosis semi-quantificati on

Cells were grown in six-well plates (1 million celin 4 mL) containing coverslips. Particles
were incubated for 24 hours. Wells were fixed wi#h paraformaldehyde (PFA) for 10 minutes
and washed with Phosphate Buffered Saline (PBS, YAdRtenay sous bois, France) in order to
remove the exceeding non adherent or non inteedlizee particles that remained in the
supernatant. However, this wash did not eliminate particles adherent to the cell membrane.
Finally cell nuclei were stained with 10 pM of Hbst 33342 solution (Sigma) for 15 minutes and
rinsed with PBS. Images were obtained from therflsoence emitted by FITC (ex: 488 nm; em:
495-550 nm), pHrodo (ex: 532 nm; em: 560-650 nndl) ldoechst (ex: 350 nm; em: 408-443 nm).
Results are expressed as means of the fluoresoéroguired images stacks. Three independent
analyses were performed in duplicate.

Stacks obtained by confocal imaging (green andltedescence) were treated separately with

a computer interface (Matlab®). Stacks were trassgdo grey levels followed by an automatic
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thresholding allowing obtention of arbitrary valugisthe number of green and red pixels. Then a

ratio was established between red and green deasdsng to a percentage of internalized particles.

Toxicity assessment

For each experiment, cells were prepared in 96-platies (100 000 cells/well for TNé&-and
LDH assays, and 300 000 cells/well for ROS an@®4parameters) in 25 uL of complete DMEM
as previously described (Leclerc et al. 2010).i€leg (1000/1¢ in a volume of 75 pL of DMEM)
were then added to the culture and incubated for&437°C in a 5% Cf£atmosphere. In each
case, control cells were incubated in the sameittond but without particles.

TNF-a production was assessed from the supernatant usirgpmmercial ELISA Kit
(Quantikine® Mouse TNk Immunoassay, R&D Systems, Lille, France) accordingthe
manufacturer’s instructions. The optical densityeath well was determined using a microplate
reader (Multiskan RC, Thermolabsystems, Helsinkilaad) set to 450 nm. A standard curve was
established and results were expressed in pg/nmiNé&fa.

The activity of the lactate dehydrogenase (LDHgaskd from cells with damaged membranes
was assessed using the CytoTox-ONE™ HomogeneousbMem Integrity Assay (Promega,
Charbonnieres les bains, France) according to thaufacturer’'s instructions. Detection was
performed with a fluorometer (Fluoroskan Ascenterfholabsystems), using excitation/emission
wavelengths at 530/590 nm. The activity of theasézl LDH was reported to that of total cellular
LDH (measured after the lysis of control cells) avak expressed as a percentage of the control.

Concerning oxydative stress, a large array of RC€iviey was assessed with the OxiSelect™
ROS Assay Kit (Euromedex, Mundolsheim, France). @bgay is based on the conversion of a
non fluorescent substrate, 2, 7’-Dichlorodihydumftescin diacetate (DCFH-DA), which can
easily diffuse through cell membranes, into a fagenic molecule DCF (2, 7-
Dichlorodihydrofluorescein) which is highly fluorent and whose amount is proportional to total

ROS level. DCF production was detected with a FHsekan Ascent fluorometer
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(Thermolabsystems) using excitation and emissiorveleagths of 480 nm and 530 nm
respectively and expressed as nM per hour.

Finally, the release of specific Hydrogen PeroxXideO,) was measured as described by De la
Harpe and Nathan (1985). After incubation, cellsensgimulated to release the hydrogen peroxide
produced by addition of 100 ng/ml phorbol-12-myaist13-acetate (PMA, Sigma). Briefly,
Krebs-Ringer phosphate glucose (KRPG) buffer caimgia mixture of scopoletin (30 uM), NaN
(1 mM) and horseradish peroxidase (1 unit puputiogaldl HPO) was added to the cells. The
horseradish peroxidase catalyzed the oxidatiomeffiuorescent scopoletin which was measured
over a period of 90 min (Fluoroskan Ascent, Theabelstems) using excitation/emission

wavelengths at 355/460 nm. Results are expresse@ass of arbitrary units of fluorescence.

Statistical analysis

Analysis and graphics were performed using Prisbinsbftware (GraphPad®, San Diego, CA,

USA). Significance was established with ANOVA tgst0.05).

Results and discussion

Particles development and characterization

This study aimed at developing a new concept ofbBiodluorescent particles devoted to
biological investigations, which particularly makssnse for the study of phagocytosis. pHrodo
probes which fluorescence intensity enhances aaqudifies, have been functionalized in particles
porous shell. A schematic representation of the typ@s of fluorescent particles developed is
presented on Fig. 1. FITC particles exhibit grdeorescence only, while FITC/pHrodo particles
can emit either a green or a yellow fluorescendes Tatter is observed in acidic conditions and is
due to the colocalization of both green and redréiacences (the red fluorescence of pHFdo

appearing as pH acidifies).
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DLS and TEM characterization were then performedriter to validate the synthesis of well
standardized patrticles, and to control size, steaqeagglomeration in the tested media. Results
are reported in Table 1 and an example of TEM atipm is given in Fig. 2a. Globally, the
particles sizes measured by DLS and TEM were irdgagreement with the expected sizes (250
and 500 nm respectively). Size distributions inodeied water and in culture media were quite
similar with a slight increase in culture mediaisTbould be due to the adsorption of proteins or
other biomolecules at the surface of the particlesulture media. Moreover these particles
appeared to be well individualized on images. Thess no evidence of agglomeration
phenomena, especially in presence of FCS maybeusedgaarticles were produced directly in
suspension, thus avoiding problems due to the drytvansition of particles powders and also
because of the high stability of the particles w#d by the great homogeneity of the COOH
groups at their surface. These data are strongipasted by the zeta potential values which are
always negative even if they significantly increase complete culture media. However for the
various types of particles, zeta potential valueseaquite similar in water and in complete culture
media suggesting that surface chemistry of thegbestwas well-controlled.

Concerning the optimization of dye amount, fluoss®e intensity and dye stability
(photobleaching) were checked under the confocambeFor FITC particles, due to the
fluorescence extinction, the best yield was obthifoe 2% FITC. For FITC/pHrodo particles, the
best ratio was 1.23% FITC - 2% pHrdtfo The adjustment of the percentages of dyes was an
essential step in finding the optimal ratios whigrere then used in the whole study
(Supplementary Table).

The fluorescent emission spectra were then analyzadellular conditions in order to validate
this innovative concept of double fluorescent p#s. Fluorescence emission spectra were
realized in confocal microscopy ranging from 40@B@® nm. We confirmed that emission spectra
fit adequately with the dyes used in the two typkeparticles. Fig. 3a shows the spectrum for 500

nm particles with 2% FITC. As FITC is deeply andawuhrthe fluorophore was not subjected to pH
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variations. The graphic presents a well-defineckperacteristic of the FITC emission. To verify
the pHrodd™ probe’s functioning, the emission spectra of Fiidrbdo particles were determined
either in a basic solution (pH10) or in an acidusoh (pH4) and were reported in Fig. 3b and 3c.
At pH10 (Fig. 3b), only one peak was observed, iconig the specificity of FITC fluorescence.
Moreover, this spectrum shape was similar to thatiraple FITC particles (Fig. 3a). However, a
significant difference in FITC fluorescence intépsivas observed due to the difference of FITC
percentage (2% vs. 1,23%) between FITC particlesFAMC/pHrodo particles. At pH4 (Fig. 3c),
two peaks specific of FITC and pHradb probe respectively could be clearly distinguished,
confirming the concept of the double fluorescenicéhese particles in acidic conditions.

As expected, the spectrum of FITC particles wasifipeto FITC fluorescence while the
spectrum of FITC/pHrodo particles was specific td@ with an apparition of the pHrodo probe
specific fluorescence in acidic conditions. It lar®ady been described in the literature especially
by Peng et al. (2007) that FITC could be pH-seresitind therefore, FITC is sometimes directly
used to monitor pH changes (Reibetanz et al. 28Rirtach et al. 2006). It is known that weak pH
values (< 4) lead to a FITC fluorescence decrelmséhis study, as previously mentioned, the
FITC was deeply anchored in the core-shell of tlaetigdes with no access to external
environment. The chemical manufacturing of the iplas have been successfully adapted to
biological applications, especially to confocal macopy. Indeed we did not want to precisely
monitor pH modifications, but our aim was to trgzrticles engulfed in acidic compartment. In

this context, the apparition of the pHrodo red fegzence was the determinant parameter.

Cellular assays

Once the particles’ features were characterizetilae assays were performed. The RAW
264.7 macrophage cell line was used as a représentaodel of the pulmonary cellular

environment that particles are likely to interadwin vivo.
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Interactions between macrophages and particles aleserved using SEM. As illustrated in
Fig. 2b, this technique allowed us to highlight thehavior of macrophages in contact with
particles and confirmed their interactions, pattdy at the level of macrophage podosomes
(white arrows).

After a 24 hour contact with macrophages, 500 nirCHparticles were clearly visible on TEM
images (Fig. 2c and 2d) confirming of the uptakepafticles by a phagocytic process. Once
captured by macrophage podosomes, particles wemmusded by internalization vesicle
membranes. Particles showed a cytoplasmic localizah vesicles with a double membrane in
agreement with phagolysosomes morphology. Siméaults were found for the 250 nm FITC

particles (Supplementary Fig. 1).

Confocal imaging and phagocytosis semi-quantificati on by image analysis

The particles’ fluorescence was assessed afterf@dincubation with macrophages using an
arbitrary ratio of 1000 particles for one cell béhsen the macrophage size compared to the
particles size, in agreement with previous studgc(érc et al. 2010). Confocal microscopy was
used in order to distinguish and quantify entiretgulfed fluorescent particles into acidic vesicles
(yellow fluorescence) from those not yet internadigreen fluorescence). The double fluorescent
500 nm FITC/pHrodo particles were detectable in edl green fluorescence spectra, as
demonstrated by Fig. 3b and 3c. The merge showRigpr4 allowed us to discriminate external
particles (FITC green fluorescence) from particigsernalized in acidic vesicles (yellow due to the
green FITC and red pHrod% probe fluorescence colocalization). Therefores¢hpH-sensitive
particles in confocal microscopy allowed the distnation of the particles’ compartmentalization
(inside/outside) and appeared as a powerful to@skess the phagocytic process of particles in
macrophages. All the appropriate measures weren tetkavoid cross-talk between the channels.
Same types of results have been observed for 250particles with and without pHrodo

(Supplementary Fig. 2).
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For phagocytosis quantification, stacks of imadetaioed by confocal microscopy (green and
red fluorescences of the particles) were treatguhragely with a computer interface and were
transposed to grey levels followed by an automatiesholding algorithm allowing expression of
the number of green and red pixels in arbitrargyuriihen a ratio was established between red and
green pixels leading to a percentage of interndligarticles. We found that after a 24 hour
incubation, 89+2 % of the 250 nm particles and 8%a6f the 500 nm particles were internalized.
This suggests that there is approximately 10 to l&%particles remaining attached to cell
membranes. Images analysis allowed us to establ@oportion of internalized particles. These
data are semi-quantitative, but in good agreemdhtimage observations. This was proved useful
for determining the ratio between internalized artkrnal particles.

We found no significant differences of cellular alg between the two particles sizes
investigated (250 and 500 nm). This lack of diffexe could be due to the 24h time saturation of
internalization. To that purpose, different expesdurations such as 6h and 12h should be tested
to investigate kinetics of internalization. The sammount of internalization seems to occur
independently for the two studied sizes. A largarge of particles sizes should be evaluated to
confirm these observations and more particularle yoarticles under 100nm to compare
submicronic particles to nanoparticles uptake psceéMoreover various parameters can be
modified, e.g. particles/cell ratios or surface ugrdunctionalizations. This innovative approach
will be of great use for the further investigatwinparticles cellular uptake quantification.

Recent studies have identified that the size, slaapesurface properties are important factors
in cellular uptake of nanoparticles (Chithrani, 2D1The surface ligand and charge of particles
play an important role in their uptake process afi. Whe surface of the particles can be coated
with different proteins for effective targeting $pecific organelles. These data are very important
for cancer cells targeting (Subramani et al. 2088dini et al. 2011) or gene delivery field. For
example, studies report the generation of “DNA meamticles” especially using polycations which

enhance the transfection efficiency (Hosseinkhamil 006, 2008). Indeed the uptake efficiency

124



PARTIE EXPERIMENTALE

seems significantly affected by the surface chafgée particles: positively charged particles are
more internalized than neutral or negatively chdrparticles (Cho et al. 2009), probably due to
the fact that cell membranes are themselves nefpttharged. However, interactions with some
cell surface molecules may be responsible for thalifated uptake of negatively charged
particles. It is also important to mention thatface charge and size of particles can play a major
role in protein conjugation onto particles surfaaed this in turn influences the way the particles
interact with cells and tissues.

These findings provide useful information to tailtano-scale devices at single cell level for
effective applications in diagnosis, therapeutied Bnaging. It is very important to consider size,
shape and surface properties when designing vefdorheir applications in biomedical fields.
These observations will be taken into accountherdevelopment of the FITC-pHrodo particles of

different sizes and functionalized with differentface charges.

Toxicity assessment

Finally a toxicological evaluation was performed macrophages after a 24 hour contact with
particles to assess the use of these particlesoiogical conditions, and more particularly to
determine if the incorporation of pHrodbin the porous shell of the particle could modife t
toxicological data of the native core-shell pagsc{without the pH probe).

The toxicological parameters investigated in thiglg are described on Fig. 5. In each case,
size equivalent particles (500 nm or 250 nm) wesenmared for conditions with or without
pHrodo™ probe.

Fig. 5a clearly shows a non significant variatinnTNF-o production (concentrations expressed
in pg/ml) triggered by the incubation with the peles either FITC or FITC/pHrodY
independently of the tested size. We cannot coecludether TNFe production is dependent or
not of sizes of the particles because analyses werformed with an equivalent number of

particles in each conditionge. with different volume and surface of particles.
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The different amount of released LDH between FIT@ &ITC/pHrodd" particles (Fig. 5b)
was not significant for 250 nm patrticles but wagdicantly enhanced for 500 nm patrticles.

Concerning the oxidative stress (Fig. 5¢c and SeHults indicated no significant variations for
the 500 nm and 250 nm particles, irrespective efgresence of pHrod8 in the porous shell.
After a 24 hour exposure total ROS were generatadpared to control cells in all tested
conditions, probably due to,B, which are likely the source of other organo-pedesior lead to
formation of hydroxides.

Regarding these toxicological data, the 250 nmigdest never showed significant differences
between FITC and FITC/pHrol$ conditions. In this case, incorporation of pHr8ddn the
porous shell of the particle seems to have no gt biological impact. Concerning the 500 nm
particles, there were no significant differencegareing the two types of particles except for the
LDH parameter (membranes alteration). In this casé; a slight increase was observed for the
double fluorescent patrticles, although this data wignificantly lower than the positive control
(i.e. lysed cells). These results could be explainethbyatio that was used and the porosity of the
particles inherent of the FITC/pHrold condition. Indeed, in this study the number dose o
particles was fixed at 1000 particles for one oe#lspective of the size of the particle (250 00 50
nm), implicating a different surface area for the kinds of particles. As a matter of fact, 500 nm
particles have a four-fold greater surface, an@ight-fold greater volume than 250 nm patrticles.
Moreover, pHrod8" is integrated in a porous polysiloxane shell. Ehso parameters, surface
volume and porosity, could explain an increase emfrane alterations (LDH parameter). This
assumption is further supported by our semi-quatntg data showing no differences in terms of
internalization for the two investigated sizes (8%k:for 250 nm particless. 86+5% for 500 nm
particles). Anyway the double fluorescent partictggpeared non toxic for 250 nm size in our

experimental conditionise. 1000/1 cell ratio and efficient to quantify thetaie.

126



PARTIE EXPERIMENTALE

Conclusion

This study aimed at developing a new concept ofbliodluorescent particles devoted to
biological investigations which particularly makssnse for the study of phagocytosis. We
presented here a proof of concept validated firstcellular and then in cellular conditions. These
particles whose physicochemical characteristicseweell defined and controlled (fluorescence,
size, surface coating, state of agglomeration) wewa toxic regarding different biological
parameters particularly for the 250 nm sized ofiéss makes this model of particles a powerful
tool in biology, one which will be helpful for a tber understanding of uptake mechanisms, a key
iIssue of nanotoxicology.

The importance of the physicochemical propertieghef particles on biological toxicity is
generally described in the literature (Bruch et28104; Clift et al. 2008; Donaldson and Stone
2003; Fubini et al, 2004; Hamilton et al. 2008; &t al 2007; Warheit 2010; Warheit et al.
2007). Further investigations will be conducted hwihese FITC/pHrodo particles to better
understand the impact of the physicochemical ptaserof the particles on the degree of
internalization and the cell reactions. This mookeparticles allows us to modify one by one all
the physicochemical parameters: size, functiondlizgoups (e.g. carboxylate, amine and
polyethylene glycol) indirectly indexed to zeta guatial modifications reflecting particles surface

charges. A key issue will concern the synthessnadller particles at the nanoscale.
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Carboxylic surface
groups (-COOH)

FITC core

Polysiloxane shell
* pHrodo

Fig. 1 Schematic representation of the particles developeo types were designed: FITC particles (FIT@¢co
polysiloxane shell and COOH surface groups) andCHpHrodo particles (FITC core, porous polysiloxahell
functionalized with pHrodB" probe and COOH surface groups). FITC particlegmsingle green fluorescence. In
acidic conditions FITC/pHrodo particles have a dedluorescence (green for FITC core and red forquid™
probe). FITC (ex: 488 nm; em: 495-550 nm), pHrdtex: 532 nm; em: 560-650 nm)
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150KV X6000  1am  WD92mm
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500 nm 500 nm

HV=75kV HV=75kV
Direct Mag: 30000x Direct Mag: 20000x
CMES=-ST ETIENNE CMES-ST ETIENNE

Fig. 2 Electron microscopy observations of 500 nm F particles.a Transmission Electron Microscopy particles
alone,b Scanning Electron Microscopy afia 24 hour contact with macrophages RAW 264ridc, d Transmission
Electron Microscopy after 24 hour contact with macrophages RAW 264.7 (HV &V}
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Fig. 3Fluorescent spectra acquired by confocal micros@ogellular conditions for 500 nm 2% FI particles(a)
and for 1.23% FITC / 2% pHrod¥ particles at pH1Qb) and pH4(c). Intensity of pHrod™ fluorescence increases
as pH acidifies. A mild FITC fluorescence intensigcrease is observed between the two typparticles. Each
curve corresponds to different regions of intepestitioned on imee stacks acquired during the confocal spectra

NP500 1,23% FITC + 2% pHrodo

> e

» ¥
- y .";_’v External particles

J g FITC green fluorescence

Hoechst

Phagocytosed particles:
yellow fluorescence due to
FITC-pHrodo colocalization

30 ym

Fig. 4 Example of confocal microscopy acquisition of 560 FITC/pHrodo particlesftera 24 hour contact with
RAW 264.7macrophages. Cell nuclei were stained with Hoe(dse). The enlargement allows the distinct
between external particlégreen) and phagocytosparticles(yellow due to the merge of green and
fluorescencas FITC (ex: 488 nm; em: 4-550 nm), pHrod8" (ex: 532 nm; em: 56650 nm) and Hoechst (ex: 3
nm; em: 408-443 nm)
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Fig. 5 Toxicological analysis of single or double fluorestparticles (FITC or FITC/pHrodd' particles) for 500 or
250 nm respectively incubated with RAW 264.7 cfdis24 hous (1000 particles/¢a TNF-a productionb
percentage of released LDtltotal ROS generated ad H,O, produced (n=3, *p<0.05)

Table 1 Particles size evaluated B¥M and size distributio— zeta potential measured by S for particles in water
or in complete culture media

Size characterization (nm) Zeta Potentia
Particles types and expected sizesy TEM | DLS - Water | DLS - Culture media Water Culture media
FITC particles - 500 nm 41142 434+11 49246 -65,6+0, -22,642,2
FITC/pHrodo particles - 500 nm | 492+1¢ 512+6 51448 -57,6£0,! -16,2+0,7
FITC particles - 250 nm 240x1; 269x10 2794 -54,5+0,¢ -24,5%1,5
pHrodo/FITC particles - 250 nm | 224+1°¢ 307+9 232+2 -53,4+1, -19+0,7
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Supplementary Fig. 1Electron microscopy observations of 250 nm F particles.a Transmission Electro
Microscopy of patrticles alon®,Scanning Electron Microscopy after a 24 hour cdntath macrophages RAW 264
andc, d Transmission Electron Microscopy after a 24 hourtact with macrophages RAW 264.7 (HV = 80
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1,23% FITC’4i 2% pHrodo 250nm particles

Supplementary Fig. 2Example of confoal microscopy acquisition of 0 nm FITC/pHrodgarticle: after a 24 hour
contact with RAW 264.Tacrophages. Cell clei were stained with Hoechst (blue)istinctionis observed between
external particleggreen) and phagocytosparticles(yellow due to the merge of green and red fluoneses). FITC
(ex: 488 nm; em: 495-550 nm), pHrdfoex: 532 nm; em: 56850 nm) and Hoechst (ex: 350 nm; em:-443 nm)
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Particles eg);lioze:; % % FITC pHrodo
suspensions (nm) FITC | pHrodo | bleaching| bleaching
1,2
FITC 500 or 3 0,0% -- *
Yo
FITC 500 3% 0,0% *
FITC 500 5% 0,0% *
FITC 250 2% 0,0% *
FITC 250 3% 0,0% *
<
FITC/pHrodo 500 2% 0.5% +++
1,23
FITC/pHrodo 500 % 0,5% -- +
1,2
FITC/pHrodo 500 o 3 2,0% -- -
Yo
FITC/pHrodo 250 2% 0,1% +++
FITC/pHrodo 250 2% 0,2% +++
FITC/pHrodo 250 2% 0,3% ++
FITC/pHrodo 250 2% 0,5% +
1,2
FITC/pHrodo 250 % 3 0,5% -- +
FITC/pHrodo 250 ;’)23 2,0% -- -

Supplementary Table. Fluorescence optimisation of dye amount. The FITCpldrodo photobleachning was
assessed under the confocal beam. Bleaching: ldwgh)++) strong(+++) or no bleaching low(-) high(strong(---)
were estimated for the two sizes of particles. Bést yield was obtained for 1,23% FITC and 2% pldrod
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[1.3 Observations microscopiques complément aires

Des observations morplogique: au microscopghotonique ont été systématiquement fe
afin d'une part de vérifier la qualité du matécellulaire et observer les éventuelles mications
morphologiquesonsécutives aux interactions celli-particules. @s analyses ont été effectu
apres cytocentrifugation sur lame et coloration N (Figure 54). Cette approcha permis de
vérifier la qualitédes suspensions cellulait Ainsi nous avons noté urt&formabilité cellulaire
avec aspect « bourgeonnande la membrar dans le cas des plus grosses nanoparti

Figure 54: Images réalisées en microécopie photonique aébfation cytologique par la méthode |
MGG sur des macrophagede la lignée RAW 264.7 mises en contact 2h ou 24kcadesNP500 5%
FITC et NP770 2% FITC(Objectif x60.

-

Avant de commencer les analysen microscopie confocale, les premiéres obsenaion été
réalisées en microscopie a épifluorescence apractadesnanoparticulesvec les macrophag
et marquage des noyaux au Hoe (Figure 55).
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Y. L R%L
e

Figure 55: Exeles de NB0 etNP800 2% FITC + 0,3 ou 0,5% de pHrodo en microscogis
épifluorescence aprés contact de 2h avecmacrophages RAW 264 (Dbjectif x40.

Ces images avaient dans un premier temps permimulf@rer les modificatiors du signal
fluorescent a la base du princ de la sonde pHrodo™.

Les nanoparticuledéveloppées mais dites d type classique soit sans pHrodo t aussi été
observées en microscopie confocale apres marquagmrtex soL-membranaire d’actine a
phalloidine et marquage des noyaux au Hoe Ces images de bonne qualité ont rejoint
observations déja développées pour les particulesométriqus concernant la distinctio
intracellulaire A titre d’exemple voicdeux types de nanoparticulds tailles différentes ainsi q
leurs spectres de fluorescerfEggure 56 ; Figure 57.
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A B
Spectre ~ NP5005% FITC

i —a
1938 ym H 19 38 ym

 Phalloidine

Figure 56: (A) Spectre de fluorescence NP500 5% FITC (lot 181.09). (B) Observation en micoapie
confocale de macrophages RAW 264.7 aprés conta@4teavec deNP500 5% FITC (lot 181.09

Spectre NP260 2% FITC

setotesotes os | —_— i I —
.................... [ 16 um H 19ym

Figure 57: (A) Spectre de fluorescence NP260 2% FITC (lot 212.09). (B) Glervation en microscopi
confocale de macrophages RAW 264.7 aprés conta@4teavec deNP260 2% FITC (lot 212.09
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Voici enfin en microscopie confocale, quelques illustratiorgpgtmentaires denanoparticules
pHrodo Figure 58). Les différentes fluorescenc(FITC, pHrodo et Hoechsiont correctement
été identifiees et comparéd®®e plus, I'observation de noyaux cdaires en mitose a constitué
bon indicateur de I'état général des macroph

NP500 1,23% FITC + 0,5% pHrodo . NP500 1,23% FITC + 0,5% pHrodo
|

Figure 58: Observation n microscopie confocale de macropbadRAW 264.7 aprés contact de
avec des NB0O 1,23% FITC + 0,5% pHrod

1.4 Bilan sur | ’internalisation des particules nanométrigues
doublement fluorescentes

Les travaux développés avec N-H ont permis de créer un outil de quantificatioraé a
notre problématique d’évaluation de linternalisa cellulaire des nanoparticu. Différentes
techniques telles que la DL#& MEB, la MET et la microscopie confocale noud permis de
valider notre concept de nanoparticules doublenflelorescentes en termes de taille, fori
charge de surface et fluoresce

Pour les nanoparticules gentant une double fluorescence (FITC et pHrodgydtement entr
le pourcentage massiqdes deux types de fluorescen: été difficile a obtenir et pourrait encc
étre optimisé, mais'dfficacité de ce modéle de particules a été vappdé la réalision des
spectres de microscopie confoc En effet, nous avons bien observé plus particutierd er
microscopie confocale que la fluorescence rougehditodo apparaissait bien en condition ac
conduisant a une fluorescence jaune (par supeimosit l¢ fluorescence FITC) quantifiak
représentative d’'une colocalisation des NP danghagolysosom.. Ainsi, aprés analyse d'image,
89+2% des nanoparticulele 250 nm apparaissent internalisées dans deslessacides apres .
heures de contact avec les macrophages (I'excéhenanoparticulesion internalisées et nc
adhéentes a la membrane cellul: a été au préalable éliminé par ringage). Pour
nanoparticulesde 500 nm, nous avons quantii86+5% denanoparticule internalisées. Ces
pourcentages ont été obtenus apres analyse dedeedtence sur les images de microsc
confocale obtenues apreseaontact de 24 heures entre nanoparticulegtles macrophages.

139



PARTIE EXPERIMENTALE

L’avantage de ce modele original réside dans lé¢ dmie la chimie de surface de la
nanoparticules n’est pas modifiée contrairementaatoks étude¢Serda et al., 2009h)En effet,
la FITC est au cceur de la nanoparticule et le pbirddns une couche poreuse. Ainsi ces
nanoparticules pourronn fine étre adaptées en termes de taille et de chimmudace qui sont
des parametres déterminant pour des analyseseultgsi d'internalisatior{Lundqvist et al.,
2008)

Enfin nous avons aussi évalué I'impact de ces ramicples au niveau cellulaire avec les
mémes parametres que ceux présentés lors de laepeeétude (LDH, TNFe et ROS). Il est
apparu que l'ajout de pHrodo dans I'enveloppe dgsioxane ne modifie pas significativement
les données biologiques de toxicité de ces nanopkes.
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lll. Impact des parameéetres physico-chimiques des
nanoparticules sur leur internalisation

La suite des travaux a concerne, en parallele dessmau point des nanoparticules doublement
fluorescentes, I'établissement d'une gamme de raeatioples de tailles et de charges de surface
différentes (positive, négative et neutre) seloprtecédé de synthese utilisé par la société Nano-H
pour les nanopatrticules classiques FITC. A ce stad&tude, les nanoparticules classiques (FITC
seules) présentant une fluorescence de 2% en rappseaissent comme le meilleur choix de
modéle d’analyse qui satisfasse les différentsstypapplications.

L’objectif principal de cette partie réside dansumneilleure compréhension de l'effet de la
taille et de la charge des nanoparticules surdegasus d’internalisation et de toxicité aprés 24h
de contact avec des macrophages RAW 264.7.

Des caractérisations complémentaires en MET onétpal développées dans le cadre d'une
collaboration avec le laboratoire MATEIS de I'INSI& Lyon (Thése de Wael Rima).

1.1 Impact du parameétre taille des nanoparticules

La société Nano-H a produit une gamme de nanoplesd-ITC de taille variable
fonctionnalisées avec des groupements COOH, a#watlier l'influence de la dimension sur
I'internalisation et la réponse biologique dans uhe€rophages.

Le détail de cette gamme de nanoparticules en gedudaille, fluorescence, groupements de
surface et concentration est récapitulé dafsaldeau 8

Particules Lot Date Taille attendue DLS (hm) % FITC Fonction Volume Nor,nb.re de particules
(H,O pH 9) (nm) surface (mL) théorique/mL (6 mL)
classique 120-10 | 01/10/2010 150 139 +2 3% COOH 6 2,9 * 10"
classique 121-10 01/10/2010 250 252+ 4 3% COOH 6 8,2 * 10%2
classique 122-10 01/10/2010 500 492 + 6 3% COOH 6 9,45 * 10
classique 123-10 | 01/10/2010 850 847 +19 3% COOH 6 2,1* 10"

Tableau 8 : Tableau récapitulatif des caractéristigs des nanoparticules-FITC de tailles différentes.

Les paramétres physico-chimiques des nanoparticol#s dans un premier temps été
caractérisés. Leur taille a été contrélée en DIs @ milieu de culture) et en TEM, leur potentiel
zéta ANNEXE 11.4.2) a aussi été évalué en DLS (eau et milieu de ®)ltet la fluorescence de la
FITC a été vérifiee au niveau spectral.

La suite des analyses a été réalisée aprés 24shdareontact entre ces différents types de
nanoparticules et notre lignée de macrophagestdrialisation des nanoparticules a été visualisée
en microscopie confocale et électronique puis diiéatgrace a la technique de fluorimétrie
couplée au quenching au bleu trypan exposé dangrdmier chapitre de cette thése. La
fluorimétrie s’est avérée plus pertinente a ce estdd I'étude car celle-ci nous a permis de
raisonner en nombre de nanoparticules internaligla®t qu’'en pourcentage de cellules

phagocytantes quantifiable en CMF comme dans lanigre partie de ces travaux. La
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guantification ainsi établie a ensuite été corréé analyses biologiques de toxicité te
gu’elles ont été precédemment décr

La quantification de la phagocytose en fluorimé&rigté réalisée avec un fluorimetre Fluoros
Ascent (Thermolabsystem) avec le couple de longueur d’omxddéation/émission fixé a 485/5:
nm correspondant a la FITCes analyses se sont basées sur le méme prinapka EMF er
utilisant un quenching au BT poudistinguer les particules adhérentes a la nrane et
internalisées. De plus, au cours de chaque expeérieme gamme étalon (1500, 1000, 750, 5(
250 nanoparticulésellule) était réalisée pour chaque typenanoparticulesitilisées ce qui nous
permis d’exprimer les résultats en nombrenanoparticulegnternalisées par cellule. Les mest
ont été effectuées a t0 puis apres 24 d’incubgieec et sans B1 La Figure 59 présente un
exempe de courbe étalon obtenue pour un type de péti¢iot 12:-10 —850 nn).

Etalon 123-10

400001
- T24h
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200004

10000+
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] ] T 1
0 50000000 100000000 150000000 200000000
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Figure 59: Exemple de courbe étalon obtee aprés analyse de la fluorescence en fluorimétrie=g.

Enfin dans cette étude, nous avons complété uantification en fluorescence avec
guantification chimique de la silice qui compose nanoparticule (Cho et al., 200).

Nous avons utilisé la techniqu/lICP-AES (Spectrométrie d’émission atomique par plasr
couplage inductif) qupermet de doser des esgs chimiques présentes en faible qua dans un
échantillon et de déterminaxinsi les impuretés présentes. L’échantillon a analys#iit sau
préalalte une dissolution avec de I'acide nitrique et’deitle chlorhydrique

L’appareillage est composé comme <(Figure 60) :
- Une source denébulisation/atomisation/excitation de [I'échantijloelle compren
générateur, torche et nébulis
- Un dispositif dispersif (monothromateur etu polychromateur) pour analyser
rayonnement émis par I'‘échantill
- Un ensemble électronique/informatiquour la gestiordes spectromeétres et I'exploitat
des données.
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Argon auxiliaire

Champ Magnétique
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Figure 60 : Schémal’une torche a plasma dans un pareillage de spectroscopie d'sorption atomique
(didel.script.univ-parisdiderot.fr).

L’échantillon liquide espréleveé, nébulisé puis transmis vers le plasinsubit les difféerente
étapes de déecomposition, d’atomisation, d’ionisi: les atomes et ions émis sont alors exc
L’intensité des raies émises par ces especes,dreur retour vers leurs niwx d’énergie
fondamentaux est mesurée. Le plasma est un gazonjargartiellement ionisé
macroscopiquement neutre. La haute températuré-10.000°C) générée permet d’éliminer
interférences chimiques, et rend accessible aisalds raies ionigls et atomiques. L'acquisitic
de tels spectres nécessite Umraute précisio

Dans ces travaux, nous avons utilisé la techni¢j@Pdapres contact cellules/nanoparticules
facon a quantifier la quantité de silice présetieef t24h apres rincag

Ces travaux sont détaillés dans la publicationai® en cours de finalisation pour sotsion a
la revuelnhalation Toxicolog.
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ABSTRACT AND KEY TERMS

Background: The use of nanometric particles is in full expansbut they may exhibit variable
toxicity levels depending on their physicochemicharacteristics. We focused our attention on
macrophages, the main target cells of the respyagstem responsible for the phagocytosis of
the particles. The aim of this study was to detaarthe impact of the size parameter on cellular
uptake and biological activity, working with welkaracterized fluorescent nanopatrticles (NP).
Methods: Fluorescent silica (Si) particles of variable sudmonic sizes (850, 500, 250 and 150
nm) but with same surface coating (COOH) were tadoand physico-chemically characterized.
These NP were then incubated with the RAW 264.7rapdages cell line. After microscopic
observations (SEM, TEM, confocal), we proposed twethodologies leading to a quantitative
evaluation of the NP uptake The first one was basethe fluorescent detection with trypan blue
which allows to distinguish entirely engulfed flescent particles from those just adherent to the
cell membrane and to quantify them. The secondwa® based on the Si content evaluation,
chemically evaluated using the ICP dosage methatiowi requiring fluorescence property.
Finally, all data were compared to thmevitro toxicity assessed in terms of different parameters
(LDH release, TNFx and ROS production).
Results and conclusion
NP were well characterized (spectral propertiese slistribution, zeta potential, agglomeration
state and chemical surface groups) and easily hzgdaafter cellular uptake using confocal and
electron microscopy. The quantification technigwesre developed to precisely evaluate the
number of internalized NP and a multiparametricrapph seems suitable. The size parameter was
important regarding uptake aim vitro toxicity evaluations but strongly depends of thié dbses
employed.

Key terms: Uptake quantification of nanoparticles, macroplsadieorescent nanoparticles,

vitro toxicity evaluations.
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INTRODUCTION

The toxicological assessment of fine and ultrafiparticles (and particularly engineered
nanoparticles) represents a considerable current ifor environmental science, biosciences or
nanomedicine (Oberdorster et al., 2005, Warheialgt2004, Sayes et al., 2007). In order to
improve our knowledge of submicronic particles bgtal toxicity and uptake mechanisms, it
seems of high interest to determine the amountntdrmalized particles into the cells after
exposure (Haberzettl et al., 2007, Clift et al.0&0 Different particle entry pathways exist in the
organism: skin, gastro-intestinal tract, respinativact or by injection. We patrticularly focus our
attention on the respiratory way and its main taogdls: the macrophages (MA). These latter are
the main actors of phagocytosis, a highly consew@dplex process, classically defined as the
internalization and destruction of particles gredban 0.5 pm in size. It is a receptor-mediated
and actin-driven process: phagocytic uptake inwlaetin dynamics including polymerization,
bundling, contraction, severing and depolymerizatid actin filaments (Ravetch and Aderem,
2007, Fenteany and Glogauer, 2004, Aderem and Uilider999, Niedergang and Chauvrier,
2005, Niedergang and Chavrier, 2004).

The physicochemical characteristics of the padickeirface may influence the phagocytic
process (Serda et al., 2009b) and they have alsp Sleown to be involved into toxicological
processes (Fubini, 1998, Fubini et al., 2004, @iftal., 2008). It appears of great interest to
establish the relationship between the quantificatdf the uptake and the biotoxicity of the
nanoparticles depending on their physicochemielfes (size, surface reactivity, etc.).

Different studies have investigated the impact afioparticles size on cellular uptake but with
various types of NP with not fully characterizedypiso-chemical parameters or agglomeration
state (Rejman et al., 2004). Moreover little aitamthas been paid to a precise quantification
process with just a simple fluorescence quantificaHu et al., 2007, Su et al., 2010, Yan et al.,
2010). In most cases, the only parameter of meaordbcence intensity has been taken into

account as uptake quantification. Sometimes uptakest visualized with microscopy techniques
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and not quantified at all (Song et al., 2010). Shely of NP uptake generally remains qualitative
or semi-quantitative.

In this paper, we focused on the impact of the N sn their cellular uptake and level of
toxicity. First we synthesized silicon fluoresc@&® with well controlled features (size, chemical
surface groups, fluorescence, shape, zeta poteetita) of four different sizes (150, 250, 500 and
850 nm). The physicochemical properties of thesendRe validated in cell free conditions using
usual techniques: Diffusion Light Scattering (DLS)eta potential measurement, confocal
microscopy, Scanning Electron Microscopy (SEM) ahdnsmission Electron Microscopy
(TEM).

Then NP were incubated with a MA cell line (RAW ZB4and their cellular uptake and
subcellular localization were observed using coafomicroscopy and TEM. However these
techniques did not allow an accurate quantificatadnthe phagocytic process. To precisely
quantify the amount of internalized NP we used twethods. The first one allows fluorescent
detection of NP with a trypan blue (TB) quenchingfluorimetry. In addition to its principal
function as an exclusion dye of dead cells, TB nevin for its ability to "turn off" the green
fluorescence emitted by the particles outside thlés.cThis process allowed us to distinguish
internalized NP from those just adhering to thespla membrane (Hed et al., 1987, Nuutila and
Lilius, 2005, Van Amersfoort and Van Strijp, 199iele et al., 2001). The second method is
based on the dosage of a chemical component spedifthe NP i(e. Si). The silicon was
guantified by an Induced Coupled Plasma (ICP) tiegtenin order to compare and validate data
(Cho et al., 2009).

Moreover the toxicity of particles was evaluatedameling several complementary parameters:
Tumor Necrosis Factor alpha (TN#-production (to assess the inflammatory resporisstate
Dehydrogenase (LDH) release (reflecting integritytiee cell membrane) and the production of

different Reactive Oxygen Species (ROS) (Donaldsioal., 2002, Catelas et al., 1999, Bruch et
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al., 2004, Sayes et al., 2007). This part aimeasagssing if the different sizes of NP had a major
impact on the level of toxicity.
In this paper, we exposed an appropriate and gacethodology to investigate the relationship

between NP size, capacity of cellular uptake aedriduced toxicity.
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MATERIAL AND METHODS

Fluorescent silica-based nanoparticles

Synthesis

Four types of fluorescent silica-based NP withatale and well-characterized sizes (150, 250, 500
and 850 nm) were produced (Nano-H company, Frafde).NP were constituted of silica core
doped with Fluoresceine isothiocyanate IsomereiHGNOsS, FITC,> 90%, Sigma-Aldrich)
exhibiting a green fluorescence and grafted by othydonds, as well-described in the literature
(Van Blaaderen and Vrij, 1992, Wang et al., 2003)en a controlled polysiloxane shell (SiOx)
was introduced, by hydrolysis condensation of 3rmpropyl triethoxysilane (HN(CH,)s-
Si(OGHs);, APTES, 99%, Sigma-Aldrich) and tetraethyl orthoate (Si(OGHs),, TEOS,>
99%, Sigma-Aldrich) using alcohol as solvent ingemece of catalytic agent. Finally NP were
stabilized by introducing carboxylic surface groug€OOH) onto the surface using
diethylenetriamie pentaacetic dianhydride DTPA-B&I(Europe) as reagent. The synthesis was
realized as follows: a solution of DTPA-ba wasrstirand added to the colloid solution containing
nanoparticles at room temperature. Then the fiolltion was purified by centrifugation and
redisperse in ethanol. NP were then redispersedaiter at a desired concentration (particles
number/mL).NP fluorescence (% m/m$jQvas fixed to 3% as optimized in a previous study.

Excitation and emission wavelengths of the FITCev#88 nm and 495-550 nm respectively.

Physico-chemical characterization

Diffusion light scattering (DLS) and zeta potentiaasurement

Measurement of the size distribution of the differi¥P and their zeta potential were performed on
a Zetasizer Nano S from Malvern instrument (Ordagnce) in water and in complete culture
media (DMEMc, precisely defined in the macrophagk culture section) after strong vortexing

(n=3). Nanopatrticles agglomeration was also folldvire complete culture media after 8 and 24

hours.
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Transmission electron microscopy

Transmission electron microscope (TEM) images webtained on a JEOL 2010F FEG
microscope at an accelerating voltage of 200 kMni8as were prepared by dropping sample
suspension onto a carbon-coated holey film supgamtea 3 mm mesh copper grid.

Fluorescence spectral analysis

Spectral measurements of NP suspensions were adquith an excitation wavelength of 490 nm
and emission fluorescence spectral curves wereatell over the 490-800 nm wavelength range

(Fluorescence spectrophotometer F-2500, Hitachi).

Cellular assay
Macrophage cell culture and dose of NP
The RAW 264.7 cell line was provided by ATCC CelbBgy Collection (Promochem LGC,
Molsheim, France) and derives from mice peritoneakcrophages transformed by the AMLV
(Abelson Murine Leukemia Virus). Cells were culiina Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM, Invitrogen), complemented with 10% of fetahlf serum (FCS, Invitrogen), 1%
penicillin-streptomycin (penicillin 10 000 units/mlstreptomycin 10 mg/mL; Sigma-Aldrich,
Saint-Quentin Fallavier, France) and incubated 7&C3under a 5% carbon dioxide humidified
atmosphere.

For each experiment, an arbitrary ratio of 1000 fbiPone cell based on the macrophage size

compared to NP sizes was used and incubated 24 ttlrmacrophages.

Confocal imaging after cellular fluorescent labegs

Cells were grown in 6 well plates (1 million celts 4 mL) containing coverslips and NP were
incubated for 24 hours. After the particle expostine coverslips were fixed into wells with 4%

paraformaldehyde (PFA) for 10 minutes. The wellsemgashed with Phosphate Buffered Saline

(PBS, VWR, Fontenay sous bois, France) to removehdPdid not adhered to cell membrane or
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were not internalized. Then, actin cytoskeleton JWedseled with AlexaFluor® 594 phalloidin
(Invitogen; diluted 1:40 in PBS) for 20 min ands&d with PBS. Finally cell nuclei were stained
with 10 pM of Hoechst 33342 solution (Sigma), dgrit5 minutes and rinsed with PBS.
Coverslips were then sticked to microscope slidagu¥ectashield HardSet Mounting Medium
(Vector, Cliniscience, Montrouge, France).

Analyses were performed using a confocal microsco&-SP2 from Leica Microsystems
(Leica®, Heidelberg, Germany). Images were obtaiftech the fluorescence emitted by FITC
(ex: 488 nm; em: 495-550 nm), AlexaFluor®594 phdilo (ex: 581 nm; em: 609 nm) and

Hoechst (ex: 355 nm; em: 465 nm).

Transmission Electron Microscopy (TEM)

Cells were grown in 6 well plates (1 million celts 4 mL) containing coverslips and NP were
incubated for 24 hours. After washing to removeixad or non-internalized NP, cells on

coverslips were fixed with a solution of 2% glutdehyde/0.2 N Cacodylate at pH 7.4, washed
three times in 0.1 M sodium cacodylate buffer amdtixed in 1% osmium tetroxide. After

washing, samples were dehydrated by graded sefieshanol baths, embedded in Epon and
finally cut by ultramicrotomy. Observations wererrgad out using a Hitachi H-800 electron

microscope operating at 200 kV.

Uptake quantification

Fluorescent quantification of respectively intermadl NP and NP adhering to the cell membrane

Cells were grown in 96 well plates (100 000 ceéis well in 200 pL of complete culture medium).
Medium was replaced by 200 pL of diluted NP (ratib 1000 NP/cell) in the test wells.
Fluorescence intensity standard curves were simediasly established for each size of NP and
fluorescence was detected using a fluorometer (Bkan Ascent, Thermolabsystems), with

excitation/emission wavelengths at 485/538 nm.
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Measures of fluorescence were performed immediatiédy the addition of NP to cells and after
24 hours of incubation (37°C, 5% @)Qwith washing steps and use of trypan blue (TBu{ed
1:2) for half of the media test wells. Using thargtard curves established for each size of NP and
as TB is known to quench the fluorescence of NPdhanot internalized, this technique allows to
determine precisely the number of NP in contachvaells (internalized and adhering to cell
membrane and the precise number of internalized R&Jults are expressed as percentage of NP

remaining in the supernatant, adherent NP to thensenbrane and intracellular NP.

Dosage of cellular silicon content by Inductivelgupled Plasma - Optical Emission Spectroscopy

(ICP-OES)
Cells were grown in 25 chreulture flasks (2 millions cells per flask in 4 nok complete culture
medium). NP (1000 NP/cell) were then added. Sonteeflasks were immediately scrapped, the
solution centrifuged and the pellet stocked at 40ther flasks were incubated with NP for 24
hours before scrapping and centrifugation. Theailiconcentration of cells was measured using
ICP-OES (710-ES, Varian, Les Ulis, France). Fos,tl@i00 puL of 68% (vol/vol) nitric acid was
added for 2 hours. The exact silicon concentraigimL) was then measured at 251,611 nm.
Toxicity assessment
For each experiment, cells were prepared in 96-plales (100 000 cells/well for TNé-and
LDH assays, and 300 000 cells/well for ROS an@tparameters) in 25 pL of complete DMEM
as described by Leclerc et al. (Leclerc et al.).(N#FOO/cell in a volume of 75 pL of DMEM) were
added to the culture and incubated for 24h at 3A°€5% CQ atmosphere. In each case, control
cells were incubated in the same conditions butaut NP.

TNF-o production (Quantikine® Mouse TNk-Immunoassay, R&D Systems), LDH release
(CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assd@romega), oxidative stress

(OxiSelect™ ROS Assay Kit, Euromedex) and spedificirogen Peroxide (#0.) in acute (90
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min) and chronic (24h) conditions (De la Harpe &fathan, 1985) were analyzed as extensively

described in previous work (Leclerc et al., 2010).

Statistical analysis

Analysis and graphics were performed on Prism ®fiware (GraphPad, San Diego, CA).

Significance (***) was established with ANOVA tei<0.05).
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RESULTS

Physicochemical characterizations

The physicochemical properties of synthesized NPsammarized in Table 1. All NP have the
same weight ratio of FITC and the same chemicdhsargroupsi(e. carboxylic - COOH). This
table also shows the silicon content of each NP tedamount of COOH groups per NP.
Physicochemical characterizations in terms of aiz@ zeta potential are compared in Table 2 for
NP resuspended either in water or in complete mihoedia. There is a good correlation between
the expected sizes of NP and the sizes measuneg D&iS and TEM, except for the 150 nm NP
which appears smaller in TEM. There are no notieediferences between sizes evaluated by
DLS in water or in complete culture media. Finata potential values all appear negative but are
clearly higher (2 fold) in culture media than intef This phenomenon may be due to the
adsorption of proteins contained in the culture in@don the NP even if further investigations are
needed to confirm this hypothesis.

NP size and shape were visually controlled using1Sthd TEM (Figure 1). NP appeared
spherical, non-agglomerated and the size rangee weltl defined. Moreover concerning the
agglomeration state, NP size distribution was a&sks1 complete culture media over time (0, 8
and 24h) as shown on Figure 2. Results indicate dh#he different synthesized NP present a
strong stability avoiding agglomeration phenomevenedn culture media containing serum.

The spectral analysis of the FITC was also ched&e@ach size of NP (Figure 3). A specific
fluorescence intensity (arbitrary unit) was obsdr¥er each type of nanoparticles due to the
weight ratio of FITC employed in the NP syntheSisese variations are normal but important to
consider in the rest of the study especially ferflnorescence quantification with the fluorometer.

Thus standard curves for each synthesized NP aizetih be established.
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Microscopy uptake assay

After cellular contacts, NP were checked using coalf microscopy. As shown on Figure 4, NP
were detectable and confocal observations allowdigtinguish NP localization using stacks
sections. In each case NP were surrounded by tie @goskeleton labeling validating their
internalization by macrophages.

TEM acquisitions were then performed to detect mprecisely NP localization in the
intracellular compartment (Figure 5). Electron ragmaphs obtained using an electron beam at 200
kV, show that, after incubation at a concentratddriO00 NP/cell, particles are gathered in cells
vesicles precisely separated from the cytoplasna lbpuble membrane. Moreover TEM images
indicate that NP could be internalized in a singianner or by groups (two, three or more).
Micrographs also give some indication about the masm of internalization. Adhesion steps
have been visualized in SEM and shown particleorblesl onto the cell membrane (data not

shown).

Fluorescent and chemical uptake quantification
Results of the fluorimetric quantification of NPtake are presented on Figure 6 where the amount
of NP (expressed as a percentage) is reported diegeion their localization: either at the
membrane surface, in the intracellular space oramed in the culture supernatant. The
measurement of the total fluorescence of FITC altovdetermine the number of NP internalized
and adhering to the cell membranes. Then the gregiantification of the amount of NP entirely
engulfed in the cells was made possible by the afsdB which is known to quench the
fluorescence of the NP remained outside the cEllslly, the amount of NP remained in the
supernatant was determined by deduction (total mundd NP — amount of NP adhering to
membranes and internalized — amount of NP entiniynalized within cells).

The 850, 500 and 250 nm NP are internalized asdinee rate, respectively 17%, 14% and 12%

with very low percentage of adhered NP (2% or 49%).the contrary, the smallest NP appeared
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much more internalized (24%) with a non negligib@6 of adherence. This methodology also
allows to express the results in number of NP metkzed per cell€.g: 148 £ 5 for the 500 nm NP

and 265 * 32 for the 150 nm NP).

A chemical quantification of the NP silica contevds also performed using ICP-OES. Results
are also expressed in percentage of NP per cefirder to be compared to the fluorescence
quantification. As demonstrated on Figure 7, rssskem under-estimated around 50% of NP
internalized or adhered with aberrant 90% for th@ 8m NP. These results are contradictory with
the images obtained in TEM or confocal.

These technique is maybe less sensitive than fineter evaluations as we observed more
important error bars. Moreover ICP-OES does notmgedistinction between adhered and

internalized NP like fluorometer analyses.

Toxicity assessment
Concerning toxicity assessment, results are predent Figure 8. The dose employed was fixed at
1000 NP per cell. Results shown a size depend@&tdtdfom the smallest to the biggest NP sizes
especially for the parameters of TNF+eflecting inflammation and LDH significant of
membranes alterations (Figure 8 A and B). The R@fslyrtion was also assessed for specific
hydrogen peroxide (Figure 8 C and D) and total Rfd&luction (Figure 8 E). Effects were not
significant regarding total and chronic ROS bulighs increase (nmol) was noticed for acute ROS
for the biggest NP.

The 850 nm NP appears biologically more active ttihenother at the dose employed in this

study.
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DISCUSSION

This study aimed at understanding the correlatietwben NP physicochemical characteristics
(especially the size), their cellular uptake anel #ssociated toxicity. Fluorescent NP of various
submicronic sizes (850, 500, 250 and 150 nm) bbtbéting the same surface coating (COOH)
were characterized for sizes and zeta potentidDlb$, TEM and their fluorescent spectra were
also measured. Hydrodynamic size distributions watald by DLS were in agreement with

geometric sizes measured from TEM observations.eb\@r concerning possible agglomeration
state of NP, no noticeable differences were obsebstween DLS measurement performed in
water and in complete culture media. A strong $itgbover time of synthesized NP were

exhibited due to the COOH surface functionalizateading to negatives values of zeta potential.

First, the physicochemical features of the fluoeesdNP were well defined and well dispersed
which is a mandatory step for further toxicologieabluations (Ahsan et al., 2002, Fubini et al.,
2010, Warheit, 2010). Once well characterized, tl@oparticles were incubated with a
macrophage cell line, the NP cellular uptake wasalized, quantified and then the biological
parameters were evaluated.

Even if microscopy visualization confirms the eificcy of NP uptake with a precise
localization of NP throughout cells, quantificatioauld not be done precisely and statistically on
images (Song et al., 2010, Clift et al., 2008). theo technique allowing to quantify the physical
process of internalization remains necessary. M@aethe proportion of adhered NP is also an
important factor to take into account (Gratton et 2008). This is the reason why we have
developed two quantitative complementary approadbhedNP cellular uptake: 1) fluorescent
detection using fluorometer with TB quenching tcstitiguish entirely engulfed fluorescent
particles from those that just adhered to theroelinbrane adapted from (Leclerc et al., 2010) and
2) silicon dosage by ICP-OES (Cho et al., 2009).

Results indicate that fluorometer analyses seemensmnsitive than ICP-OES for the

guantification of NP cellular uptake. Trypan bludowed distinction between the number of
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internalized and adherent NP and could be expressedoercentage of NP in different
compartments (intracellular, adhered or supernpt&hiorescent quantification indicates that NP
of 150 nm (smallest NP) appeared more internalibesh the others (24%). Another important
aspect visualized on TEM images is that many NHdcbe internalized in a same vesicle or
sometimes are free in cell cytoplasm. For the Bssused in this study, phagocytosis is generally
the specific pathway employed by phagocytic calishsas macrophages but other internalization
pathways could be involved (Gratton et al., 2008eem and Underhill, 1999, Castellano et al.,
2001, Etienne-Manneville and Hall, 2002, Haberzstthl., 2007, Lanzetti, 2007, Niedergang and
Chavrier, 2004, Niedergang and Chavrier, 2005, Yeand Grinstein, 2007). It would be
interesting in another study to explore pathwayshsas energy-dependent phagocytosis, clathrin-
mediated endocytosis, caveolae-mediated endocytwsisacropinocytosis.

Finally, these quantitative data were correlateiah tatro toxicity assessments (TN&and LDH
release, ROS production). Toxicity evaluations stwwihat the doses employed were very
important in the results interpretation (Fubinaét 2010, Oberdorster et al., 2005). We decided in
this study to work with equivalent number of NP epeéndently of the sizes, a metric currently
used in uptake studies (Champion et al., 2008)hit dose, the biggest NP (850 nm) appeared
more biologically reactive (higher valuesg. for TNF-a as compared to control cells) with a
significant size effect. It will be interesting teproduce analysis with the same volume or the
same surface of NP for the different sizes at dfie doses.

This work shows no direct relationship between #mount of internalized NP and the
biological data of the induced toxicity. Indeed,01Bm NP are more internalized but their
biological effects are not significant for the éifént parameters evaluated. When working at the

1000 NP/1 cell specific ratio, the biggest NP (85) are more toxicologically reactive.
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Conclusion

We established in this study a methodology to betteerstanding of NP uptake analysis coupling
imaging, quantification techniques and biologicahlaations. This approach confirms that NP
size represents a key physicochemical charactevidtich has an important impact on uptake but
with no direct correlation to biological activithWVe exposed an appropriate and precise
methodology to investigate the relationship betwidénsize, level of uptake and induced toxicity
working with well-characterized NP. It will be im&sting to investigate other parameters such as

surface charge of NP (Lundqvist et al., 2008).
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FIGURE CAPTIONS

Expected size S| M % EITC Surface COOH/NP
(nm) groups
150 2,7 3% COOH 1,89E+07
250 2,5 3% COOH 6,75E+07
500 1,65 3% COOCH 2,62E+08
850 2,2 3% COOH 4,90E+08
Table 1: Characteristics of the four types of NP.
Water DMEMc
Expected size | Mean size in | Mean size by | Zeta potential | Mean size by | Zeta potential
(nm) TEM (nm) DLS (nm) (mV) DLS (nm) (mV)
150 676 1392 -54,2 + 0,9 158+ 3 -23,1+1,4
250 275+ 26 252+ 4 -54,5+0,9 2794 -24,5+1,5
500 446 + 37 492 + 6 -65,6 £ 0,3 536+ 10 -22,6£2,2
850 760 = 25 847 + 19 -68,7+0,1 820+ 10 -17,1+1,6

Table 2: Measurement of NP sizes and zeta potentidlP mean sizes were evaluated on TEM
images. Comparison were established between sizestdbutions evaluated by DLS and zeta
potential for NP diluted in water or in complete cdlular culture medium (DMEMc).
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NP 150 nm

Figure 1: TEM (column A) and SEM (column B)imaging of the four types of NP in cell free
conditions.

DMEMc
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&
0 1 T T 1
10 20 30
Time {hour)

Figure 2: DLS evaluations of NP size distributionn complete culture media (DMEMc) for
different times of incubation (0, 8 and 24h) in célfree conditions
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Figure 3: Fluorescence intensity evuated in arbitrary units for each NP type. Spectra
measurements were acquired with an excitation wavehgth of 490 nm and emissio
fluorescence spectral curves were collected overa9(-800 nm wavelength range. The fou
sizes of NP show a specific peak FITC between 490 and 560 nn

250 nm NP 500 nm NP

Figure 4. Confocal microscopy images of macrophages incuked with FITC-NP (1000/1 cell)
for 24 hours. Phalloidin (F-actin) and Hoechst (cell nuclei) labelings allowedtructures
localizations.
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Figure 5: Electron microscopy of NP after cellular contact with RAW 264.7 macrophage:
for 24 hours. Images A) and B) show 250 nm NP andnages C) and D) show 500 nm NI
These images show NP internalized within the cell® the cytoplasm gathered in double
membrane vacuoles. 500 nm NP seem internalized individilawhereas several 250 nm NI

are internalized in a same vesicl

167



PARTIE EXPERIMENTALE

A) 10 B) 100, 3+
-:;.; 850 nm NP 83% 500 nm NP

a 804 o 1

=4 =

% %

o 604 °

g g

g 40 §

& 204 e

0_

D

100

@]
~—
[+ -]
2
&
=)
[4,]
o
=
3
=
0
—

Percentage of NP
Percentage of NP

ry
éﬁ& ?&\é“" >
&
)

Figure 6: Uptake quantification using trypan blue cquenching with Fluoroskan analysis
Results are expressed as percentage of NP per ccartment: supernatant, adherent on cell
membranes, intracellular. Standard curves in numberof NP have been established for eac
size of NP. This figure presents one graphic perzg@: A) 850 nm NP, B) 500 nm NP, C) 2t

nm NP and D) 150 nm NP. For each siz experimentations were performed independentl
four times (n=4).
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Figure 7: Uptake quantification determined using ICF-OES. Results are expressed :
percentage of nanoparticles in the sample normalizewith the total amount of NP for the
four types of NP after 24 hours of contact with thenacrophages
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Figure 8: Toxicological analysis of the different sizes of NP (150, 250, ®@nd 850 nm)
incubated with RAW 264.7 cells for 24 hours. 1000 Riper cell were added to the cultures ii
these experiments. A) TNFa production, B) percentage of released LDH, C) and PH-0,
produced inacute or chronic conditions E) total ROS generateth=4, *p<0.05)
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[11.1.2 Données complémentaires

[11.1.2.1 Aspects morphologiques

® 9 Veq =
Figure 61 : Images représentatives des données rholpgiques observables pour les quatre tailles de

nanoparticules incubées 24h avec les macrophageis pytocentrifugées sur lame et colorées au MGG
(objectif x60).

Pour les tailles de 150 et 250 nm, les aspects mtogiques sont comparables aux cellules
seules Figure 61). En revanche pour les deux plus grosses tail®0 (et 850 nm), les
macrophages ont un cytoplasme trés fortement visésolavec a priori de nombreuses
nanoparticules au sein d’'une méme vésicule et lembranes cellulaires présentent un aspect
bourgeonnant.
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[11.1.2.2 Distribution en taille des nanoparticules

La Figure 62 présente la superposition ' profils de distribution en taille obtenus apDLS.
Les résultats ont montré une bonne corrélatioredas tailles attendues et les tailles mest

Size Distribution by Intensity
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Figure 62 : Rrofil obtenu apres analyse eDLS des 4 tailles de nanoparticul¢s=3).

[11.1.3 Bilan sur I'impact du parameétre taille des nanoparticules

Nos nanoparticules modeles fluorescentes FITC awex fonctionnalisation carboxylate
surface ont pu étre efficacement déclinées en guatlles.L’analyse des paramés physico-
chimiques nous a permis de valider la bonne caraat®dn de nos particule

La quantification développée en fluorimétrie poas manoparticules FITC s’est avérée effic
et précise grace a la combinaison avec le quendchingleu trypan deeloppé dans la premie
partie de cette théska quantification selon le dosage par ICP de laespourrait étre optimisé

Enfin de multiples techniques d’observations micopsques sont venues compléter
analyses quantitatives. La microscopie tonique est un bon indicateur de lasp
morphologique général des cellules. La MEB nouseimme sur les modifications de la surf
des cellules tandis que la MET permet une locadisaintracellulaire beaucoup plus fine
précise. Ainsi les nanopamiles ont clairement été observées dans des Vesidlinternalisation
soit de facon isolée (une nanoparticule par vésjcsbit en nombre beaucoup plus impor
(plusieurs nanoparticules par veésict Enfin la microscopie confocale est un outil ntiel de
semiquantification lors du travail avec des moléculésorescentes. Ces images nous
renseignésur l'importante quantité de nanoparticules intés@as mais des progres restent a 1
concernant la quantification a partir de ces im:

Il est clairement apparu que les nanoparticide 150 nm sonplus internalisées que |
particules de taille supérieure. En revanche ndéagons pas observé de corrélation directe «
les données d’activité biologiques. Le paramétilee tapparait cegndant comme un élément «
dans les phénomenes d’internalisas
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l11.2 Perspectives sur I'impact du parametre charge de surface
des nanoparticules

Dans le cadre de la collaboration établie entrgent#tboratoire et le laboratoire MATEIS
(Matériaux : Ingénierie et Science) de I'INSA de ohy (Institut National des Sciences
Appliquées), la suite des travaux est poursuivie I§mpact du parametre « charge » des
nanoparticules sur leur internalisation et leurswrd®s biologiques de toxicité dans des
macrophages murins et des lymphocytes T humaimdjectif de travailler en parallele sur deux
types de lignées cellulaires aux propriétés difftae devrait permettre de mieux comprendre les
interactions qui peuvent s’établir avec un modédtlutaire normalement dénué d’activité
phagocytaire (lymphocytes). Dans I'expectative denmmeénes d’internalisation, nous serions
ainsi mieux a méme d’évaluer d’autres voies d’entténs la cellule.

Pour cela, nous avons développé une nouvelle gadenmanoparticules Si-Au de fluorescence
FITC ou RBITC (Rhodamine B isothiocyanate) avec glesipements de surface variables et donc
une charge de surface différente (positive ou idgatnais une taille standard stable de 50-60 nm.
Les nanoparticules sont synthétisées au Laboratdee Physico-Chimie des Matériaux
Luminescents (LPCML).

La synthése de ces nanoparticules de silice d'umguantaine de nm est basée sur le méme
principe que les nanoparticules FITC de chez Nan&lls sont obtenues par une méthode de
microémulsions adaptée pour la synthissitu d’'un cluster d’or (Si-Au) et de son encapsulation
dans la couche de polysiloxane fluorescent. L'difjede ce coeur d’or est d’obtenir une
quantification en ICP plus précise (quantificatopn s’est avérée peu sensible pour la silice) mais
aussi permettre d’obtenir un meilleur contraster pesi observations en MET.

La méthodologie du travail attendu est similaireeie développée pour les nanoparticules de
tailles différentes soit :
- Caractérisation physicochimique des nanopartic@2sS, MET, potentiel zéta) en
conditions acellulaires.
- Analyses de toxicité (LDH et MTT).
- Observation (MET et confocal) et quantification P)Cde l'internalisation cellulaire des
nanoparticules.

Ces travaux étant en cours, voici les résultaténpiréaires obtenus en microscopie confocale.

Les observations des macrophages ont été réaliséémide des techniques développées
précédemmentgure 63).
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NP négatives Phalloidine

Hoechst

Figure 63 : Observation en microscopie confocale de macrophaB#s/N 264.7 aprés contact de 2
avec des nanoparticuldsITC de charge négativi

L’analyse des lymphocytequi constituent une population de cellules empsnsiona nécessité
la mise au point de nouveaux marqueurs fluorest Dans ce cas, les nanoparticules avaient
fluorescence rouge due a l'utilisation de RBITCliau de la FITC Deux lots de nanojticules
ont été testes, Sil2 et Sil13.

Les cellules LH T2 sont cultied a 37°C/5% de C{dans des flasques T75 avec du miliet
culture RPMI (Roswell Park Memorial Institute Merdiy complémenté av du Sérum de Veau
Feoetal (SVF 1%) et des antibiotique(Pénicilline — Streptomycine 5%).

Les nanoparticules Si-Aayant une fluorescence roi, les lymphocyte®nt été marqués avec
un anticorps membranaire CD45 humain (anticorpmgire) couplé a une sonde fluoresce
verte (Alexa Fluor 488) par marquageirect (anticorps secondaire). Le marqueur memlm&
CD45 est naturellement présent a la surface depHgoyte T2 (CRL-1992). Les celluleront
ensuite étéixées puis les noyaux marqués au Hoe (Figure 64).
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Figure 64 : Observation en microscopie confocale lymphocytes LH T2aprés contact de 24h avec ¢
nanoparticules RBITC Si 2 ou Sil13 (rouge). Le marqueur menmanaire de surface CDA4 est vert.

Ces résultats préliminaires se sont avérés enceans. Les nanoparticules ont été visualisal
en microscopie confocale et le maage fluorescent CD45 s’est aveéré efficace pour idest
convenablement degrhphocyes.
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CONCLUSION PERSPECTIVES

L’objectif principal de ces travaux de these a @osur une meilleure quantification des
mécanismes d’internalisation cellulaire des nartopdes, en particulier du processus de
phagocytose, avec l'implication des paramétres ipbyshimiques et I'évaluation de I'activité
biologique. Notre étude souligne, a travers lesndes de la littérature, I'importance d’une
guantification précise de linternalisation aveceudistinction des particules adhérentes a la
membrane plasmique et internalisées dans les e=llin ce sens ces travaux se sont attachés a
développer des outils de quantification, et deshoditlogies d’observations microscopiques, de
caractérisations physico-chimiques et d’évaluatierf’activité biologique a I'aide d’'un modéile
vitro de macrophages.

Les travaux présentés dans la premiére publicabiain concerné la mise en place de la
méthodologie expérimentale grace a un modeéle coniatede particules micrométriques
fluorescentes permettant une quantification prédsel’internalisation grace a la CMF et le
développement de marqueurs fluorescents pour leostiopie confocale. Nous avons montré dans
cette premiere partie que la quantification diretdda phagocytose en CMF grace a un quenching
par le bleu trypan était efficace et reproductidlebservation est contr6lée en microscopie
confocale et les analyses de toxicité sont fiabtegproductibles. Outre I'aspect quantitatif, nous
avons aussi cherché a mieux comprendre limpact pEsmetres physico-chimiques des
particules et plus particulierement la taille etaeharge. Dans ces travaux, la taille (1 et 2 gim)
la fonctionnalisation (carboxylate ou amine) destipales variaient ce qui nous a permis de
souligner l'importance de ces parameétres sur lantifiGation de l'internalisation et l'activité
biologique sans toutefois nous permettre de coedurant a I'importance respective de chacun
d’entre eux.

Les chapitres suivants se sont attachés au déstey de particules fluorescentes a fagon de
dimensions nanométriques. En effet une fois leesnau point effectuées sur des particules de
taille micrométriqgue, nous nous sommes intéresséa quantification de linternalisation et
I'évaluation de l'activité biologique de nanopauiies de physico-chimie contrélée et modulable
(taille et groupements de surface).

Dans la deuxieme publication, nous avons synthétisénodéle de particules nanométriques
original et innovant permettant la quantificatioa kinternalisation cellulaire. Ainsi nous avons
co-développé des nanoparticules de 250 et 500 niblelment fluorescentes (FITC et pHrodo) et
de faible activité biologique. La fluorescence FIBQ ccoeur de la nanoparticule est confinée,
tandis que la sonde pHrodo (sensible aux variatiengH intervenant au cours de I'internalisation
au sein des phagolysosomes), est dans une envgloppase la rendant accessible par le milieu
environnant la nanoparticule. Les deux tailles deaparticules ont été internalisées de fagon
équivalente et les données biologiques nous omhipede conclure que I'ajout de pHrodo dans
I'enveloppe poreuse de la nanoparticule ne mog#ie son activité biologique. Ces nanoparticules
sont donc intéressantes pour mieux comprendrehi@sgmenes d’internalisation et nécessiteraient
d’étre synthétisées selon des gammes de taille ehdrge de surface plus larges afin de mieux
comprendre I'impact respectif de ces deux paramgite/sico-chimiques tout en optimisant le
rendement de fluorescence du pHrodo de facon agientette fois-ci des analyses quantitatives
par fluorimétrie plus poussées qu’'une analyse deutaescence en microscopie confocale, telle
gu’elle a été décrite dans la publication 2.
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Parallelement au développement de ces nanopadidolgblement fluorescentes, nos travaux se
sont focalisés sur I'effet du parameétre physicavigue « taille » sur le niveau d’internalisation et
les données biologiques de toxicité. Ainsi une gamta quatre tailles de nanoparticules (150,
250, 500 et 850 nm) a été synthétisée et caragtétigne nouvelle méthodologie de quantification
et d’observation a enfin été développée et amd@ipa¥ rapport aux travaux mis en place pour les
microparticules. Ainsi la quantification de l'intelisation a été reproduite avec un quenching au
bleu trypan mais pour des applications fluoriméieis| permettant une quantification plus précise.
Les observations ont été poussées jusqu’au nivegacellulaire avec la mise en place
d’observations en MET. Ces travaux nous ont pedaisouligner que les nanoparticules de plus
petite taille (150 nm) sont plus internalisées daudose de 1000 NP/cellule employée. Il n’y a pas
de relation directe entre l'internalisation celltdades nanoparticules et les données biologigees d
toxicité. Comme les données de la littérature corasd I'expression métrique des doses a utiliser
font polémiqugOberdorster et al., 2005 , Warheit, 2010) semble nécessaire pour les analyses
futures de travailler avec trois systemes métrigé@ssi les doses devraient étre exprimées en
nombre, en surface et en masse de facon a étriideinformatif possible. En effet dans ces
travaux, le raisonnement en nombre a été utiliséilcsemblait le plus pertinent pour évaluer
linternalisation. Toutefois il est apparu beaucoomins pertinent pour comparer l'activité
biologique des nanoparticules dans la gamme de 1&D-850 nm.

Les résultats obtenus pour les nanoparticules 8eeR500 nm se sont avérés en accord avec les
observations faites sur ces mémes tailles aveans gHrodo de la deuxiéme publication. Ces
deux tailles présentent des taux d’internalisatiomacellulaire comparables. Il conviendrait
d’élargir cette gamme de taille vers des valeuus pplasses. De plus, afin de compléter ce travall
réalisé sur un modele de lignéevitro de macrophages murins, il conviendrait de se caybyar
des conditionsn vivo chez 'homme en complétant les analyses avec @esophages humains
provenant de lavages broncho-alvéolaires (aspectivg afin de se rapprocher au mieux des
conditions physiologiques réelles.

Les résultats obtenus au cours de la premiéreepddi ces travaux ont mis en évidence
'importance des voies d’internalisation empruntpasles particules. En effet nous avons observé
gue les particules pouvaient étre internaliséedephiais de mécanismes indépendants de I'actine
grace a l'utilisation d’inhibiteurs tels que la aghalasine-D, la jasplakinolide et la latrunculilie.
serait tres intéressant de compléter la seconde e notre étude avec les nanoparticules de
tailles différentes grace a l'utilisation de cesnme€inhibiteurs mais aussi en complétant les
analyses par linvestigation de différentes voigsternalisation (Hillaireau and Couvreur,
2009, Zhang and Monteiro-Riviere, 2009) En effet, la mécanistique des phénomenes
d’internalisation semble étre fortement dépenddetéa taille des corps étrangéRejman et al.,
2004) De plus la phagocytose est un mécanisme prépamdéhez les macrophages mais pas
pour d’'autres lignées cellulaires telles que lesgliocytes avec lesquels nous souhaitons travailler
dans l'avenir. En ce sens, il aurait été intérasd@tudier plus en détail les voies d’internalisat
et notamment les voies dépendantes de I'actineegréx inhibiteurs tels qu’ils ont été décrits dans
la premiére publication, mais aussi de réaliseratnde fonctionnelle plus poussée des différentes
voies d’'internalisation (endocytose, pinocytose,)edvec d’autres inhibiteurs spécifiques tels que
le nocodazole et la chlorpromazifiender et al., 2000, Moller et al., 2002)
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Concernant les évaluations de l'activité biologigeertaines améliorations pourraient aussi étre
apportées, par rapport a I'existant. En effet, @lgr TNFe, il serait intéressant de quantifier la
production d’autres cytokines tels que l'interleédi6 qui intervient au niveau des phénomeénes
d’'inflammation aigué et chronique, mais aussi piédament des interleukines-8 et -(lPeghali
and Wright, 1997). Le développement de ces analyses est prévu atatabye en paralléle de la
mise en place du test des cométes (détection tigatains primaires de ’ADN) pouvant apporter
des informations sur I'évaluation complémentaire lalegénotoxicité(Cakmak et al., 2004)
considérée comme incontournable dans les étudesadetoxicologie et les programmes de
recherche réalisés dans le domaine ou sur les reaadations de 'AFSSAPS. Enfin, I'étude de
I'apoptose (mort cellulaire programmeée) devraitivee superposer aux etudes de genotoxicité et
compléter le dosage de la LDH déja effe@@fccardi and Nicoletti, 2006) Dans ce contexte, une
étude de l'activité pan-capase associée a un nidémtivité plus spécifigue de la caspase-3
pourrait constituer des données supplémentair@sf@matives pour les analyses de particules
montrant une cytotoxicité significative.

Les données de la littérature évoluant trés rapaerdans le domaine « nano », des études
commencent a voir le jour sur I'impact de I'intelisation de nanoparticules sur le comportement
du cycle cellulairdSu et al., 2010) Ce parametre apparait important et encore pealiétNous
avions observé en vidéomicroscopie que les cellglesiblaient se répartir les particules
micrométriques internalisées, de plus au courshdeune de nos analyses morphologiques apres
cytocentrifugation et coloration MGG, pour chagadlé de nanoparticules, des figures de cellules
en cours de division pouvaient étre observées @hate et anaphase entre autres). Il pourrait étre
intéressant de compléter nos études en réalisartinietiques d’internalisation des nanoparticules
au cours du temps jusqu’a 48h en parallele d’'urgoearr du cycle cellulaire type. Ainsi il serait
possible de déterminer la proportion de cellulessdadhacune des phases du cycle cellulaire et voir
si les nanoparticules perturbent ou non cette tiéipar

Enfin, il a été nécessaire pour ce type de thématde mettre au point des méthodologies
d’analyses standardisées et multiparamétriquéslldit dans un premier temps travailler avec des
nanoparticules bien caractérisées au niveau phgsicoique. L'ensemble de ces travaux s’'est
accordé avec les données de la littérature supdichde la physico-chimie de la particule sur les
phénomenes d’internalisation et les données digetbiologique. Ces aspects sont resumés dans
la Figure 65.
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Observation Quantification
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Figure 65: Schéma bilan deparameétres physic-chimiques contrdlés des nanoparticules, doutils
d’étude de l'internalisation cellulaire et des tastle toxicité mis en placdans ces travaux de thé

Ces travaux ot permis de structurer des techniques d’étudesgracdéveloppernt d’outils de
guantification de l'internalisation et de méthodpés d’évaluation des parametres phy-
chimiques mais aussi de I'activité biologique née@gs pour ce type d’étude interdiscipliné Il
convient a I'heure actuelle de standardised’effectuer une évaluation biologique de la toxddd
plus compléte possible. Dans ce sens les analygeaays avons réalisées semblent étre req
au minimum (TNFe, LDH et stress oxydant), devraient étre complétépar une évaluation plt
ciblée de I'apoptose et dedénotoxicité

Cette base de travail va maintenant pouvoir étitesség pour d’autres évaluations au sein
I'équipe.

Ainsi, suite aux résultats préliminaires encourageants« I'effet charge» des nanoparticule
les travaux deollaboration seront poursuivis par une nouvelletoi@nte au laboratoire (Andr
Kurtz-Chalot). Les charges des nanopartic modéles, de taille fixée a 8B nm devraient étre
étendues (positives, négatives et neutres). De, mlas analyses devrat étre réalisées en
parallele sur des cellules dendritiques en collatiom avec I'équipe Grenobloise du Dr. C. Vils
(Institut Albert Bonniotinserm/UJF U82) afin de prendre également en compte les différede
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comportement de ces deux types caires impliqués en premiere ligne dans les intemastavec
des particules antigéniquesinsi, I'objectif de cette nouvelle thése vise a mieoxprendre le
interactions entre I'internalisation, la phys-chimie des nanoparticules et leur activité ogique
en prenant en compte de nouvelles dor (charge des nanopatrticules).

Dans ce cadrales données récentes de la littérature sur le pbde « corona » émergent et
impliquent de prendre en compte pour nos investigatfutures, outre les pararres physico-
chimiques, cgghénoméne d’adsorption de biotécules sur lesanoparticule(Lundqvist et al.,
2008, Lynch et al., 2007)La couronne de protéines adsorbées a la surExaahoparticules ¢
milieu biologique tel que le milieu de culture paitr modifier la charge et donc I'état de stabil
Le développement de méthodologies d’analyses dietl’de la charge (s nanoparticules devra
tenir compte de ce phénomene important. Il conveeni@ vérifier les modifications de charge
cours du temps dans les analyses futures. Ce pladmoonstituera le point central cette
nouvelletheése comme le montre Figure 66.

nternalisation

Q CORONA?
y \

Figure 66: Diagramme représentant I'objectif des liens a Blia pour poursuivre sur cette thématiqgt
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|. Culture cellulaire de macrophages

Quel que soit le modele de particules utilisé (oparticules ou nanoparticules) les contacts et
évaluations en conditions cellulaires ont tousréadisés avec la lignée cellulaire de monocytes-
macrophages RAW 264.7.

La lignée cellulaire RAW 264.7 (ATCC Cell Biologyollection LGC Promochem) est une
lignée de macrophages de souris transformée pairdue AMLV (Abelson Murine Leukemia
Virus).

Aprés décongélation des cellules conservées e $igaide, la lignée a été cultivée dans une
étuve a 37°C sous 5% de £€@ans des flasques de culture de 25 cm? ou 75ccmtenant
respectivement 8 mL ou 25 mL de milieu de cultwors les besoins en matériel cellulaire. Le
milieu de culture est composé de 10 mL de sérumvedml foetal (SVF 10%) décomplémenté
(Gibco), 1 mL de pénicilline-streptomycine (péding a 10 000 unités/mL, streptomycine a 10
mg/mL ; Sigma), dans 100 mL de milieu DMEM (DulbescModified Eagle’s Medium ; Gibco).

Comme ces cellules sont adhérentes, lorsqu’ellesgagient la confluence (deux fois par
semaine) elles ont été décollées avec un gratigplastique stérile (Falcon) et remises en culture
a la concentration de 2 millions de cellules pasdue. Un nouvel aliquot a été décongelé apres 15
passages des cellules en culture, afin d’éviter darere phénotypique, ou dés que les cultures
présentaient une modification morphologique oual&sations suspectes.

L’aspect morphologique normal de ces cellules apsgscentrifugation et coloration MGG
ainsi que I'aspect en MEB est présenté siidare 67.

LN : i 2 ; - DA SN l SEI 150KV X300  10pm WD 9.3mm
Flgure 67 : Observatlons de Ia lignée de macrophadg®AW 264.7 apres coloration MGG (objectif x40)
et apres préparation et observation en MEB.
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Il. Technigues de microscopie

Différents types de microscopie ont été utilisés microscopie optique, a épifluorescence,
confocale, électronique a transmission, électranibalayage et la vidéomicroscopie.

Pour lamicroscopie photonique I'appareil était un microscope Nikon éclipse 86uplé a une
caméra CCD. Au préalable les cellules subissaieatpuéparation histologique standard. 100 000
cellules étaient déposées sur lame par la techrdgueytocentrifugation, puis colorées par la
méthode de May-Grinwald-Giemsa (MGG). Cette colondfait apparaitre les noyaux en violet et
le cytoplasme acidophile en bleu-gris. Ces étalésngarmettent entre autres de vérifier la qualité
des préparations cellulaires avant I'acquisitiamdges en 2D.

Pour lamicroscopie a épi-fluorescencdes observations étaient réalisées soit sur [@néee a
I'utilisation de coverslips) soit directement eraguie de culture, sur cellules vivantes ou fixées,
traitées ou non, marquées ou non selon les condigapérimentales. L’appareillage utilisé était
un microscope a épi-fluorescence inversé 1X81 (@lysy Tokyo, Japan) avec une plateforme
motorisée en XYZ, utilisant le logiciel Cell*P (C&#haging, Hamburg, Germany).

Cette méthode d’analyse nous a permis de réalisey les essais préliminaires de contact
macrophages/particules, ainsi que les premiéressnaig point concernant les différents marqueurs
fluorescents utilisés les membranes cellulairesly'sosomes et le cortex d’actine.

Les images de microscopie a épifluorescence onlinues grace a l'utilisation de différents
filtres : pour le FITC vert (excitation entre 460405 nm, émission entre 510 et 550 nm) et pour la
Cy3 rouge (excitation entre 485 et 585 nm, émisstotre 535 et 685 nm). Les images
correspondant aux émissions de fluorescences spatmosees a celles des cellules, obtenues en
lumiére blanche.

Enfin, des essais ont été réalisés vemhéomicroscopie sur un appareillage de type Axio
Observer équipé du logiciel AxioVision (station B, acquisition en 2009).

La microscopie confocaleet lamicroscopie électroniqueont été quant a elles beaucoup plus
utilisées et nécessitent de plus amples explicgtion

I1.1 Microscopie confocale

Au cours de ces travaux de these, les analysesalescopie confocale ont été effectuées dans
deux lieux distincts :
- Centre de Microscopie Confocale Multiphotonique (€M), Pble optique et vision de
I'Université Jean Monnet, Saint-Etienne, équipéndmicroscope confocal TCS SP2
AOBS Leica.
- Centre commun de quantimétrie cellulaire (CCQ)’'daiVersité Claude Bernard Lyon
1, équipé d’'un microscope confocal spectral LeiCSISP2.
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En microscopie a fluorescence conventionnelle ofiuépescence, un volume relativement
large de I'échantillon est illuminé par une lampeapeur de mercure produisant ainsi la plupart
des longueurs d’onde de l'ultraviolet a I'infrar@ugn passant par le visible. Le principe est
d’illuminer I'échantillon a une longueur d’onde abisée par le fluorochrome et de ne recueillir
qgue la lumiére correspondant a la fluorescence is&émrace a des filtres et a des miroirs
spécifiques. Ce type de microscopie présente deonvénients majeurs en biologie :

- Les molécules de fluorochrome présentes en dehorplah de mise au point sont
eégalement excitées et émettent de la lumiére cqentuiroubler I'image et diminuer le
contraste et la résolution spatiale. L'émissiorflderescence défocalisée se superpose a
I'image du plan focal créant un rendu flou de I'geafinale notamment a fort
grossissement.

- Pour avoir un rendu en volume, il est nécessaisffattuer des coupes sériées dans
I’échantillon, ce qui entraine sa destruction ptésente un travail long et fastidieux.

La microscopie confocale a balayage laser (monapiimqie) est une des stratégies développées
pour s’affranchir de ces problemes de fluorescet&calisée. Elle représente une avancée
technologique majeure dans I'imagerie biologiqgualennant en outre aux utilisateurs les moyens
d’analyser l'intérieur des objets microscopiquedeetes visualiser en trois dimensions (3D).

Le principe de base de la microscopie confocalel'éBtiner la lumiére défocalisée produisant
ainsi une image preécise, nette et d'une hauteutdmol C'est la géométrie de I'optique confocale
qui permet de discriminer les plans en dehors dan gbcal grace aux deux pinholes ou
diaphragmes variable§igure 68). La source de lumiere utilisée est une sourcer lasntinue
opérant dans le visible tel que les lasers ArgonH&lium-Néon. Les lasers fournissent une
intensité suffisante pour compenser la perte de€arapres le passage a travers le pinhole du
détecteur.

Conveutaonal Conlueal
H}— [ssecinr
Beseimr filker,

Fuued spec
Eznfocal prholes

Beam sphemer, F
Fieed sper H — | Laemes

Excéwtion ke,

Fined spec

Spaciee=n

Figure 68 : Principe de la confocalité d’'un microspe a balayage laser. Seule la lumiere d’émissien d
fluorescence (beam splitter) provenant du plan fo¢tocus level) est collectée au niveau du détecteu
(photomultiplicateur) pour constituer I'image (CMCMstéphanaois).

Le rayon laser excitateur en passant a traversnleofge d’excitation forme un point source

lumineux qui pénetre dans I'échantillon marqué asles fluorochromes pour former un point
d’illumination bien défini spatialement. Le poinilidmination se déplace dans I'échantillon et le
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balaye point par point dans les directions X etr&cg a un scanner (miroirs galvanométriques
lumiere réléchie émise dans I'échantillon trerse un miroir (semi transpar: dichroique) puis
arrive a un systeme de détection par photomuléipdiers (PMT). Devant le PMT se trouve
deuxieme pinhole qui permet de sélectionner laduend'émission de fluoreence provenant d'v
seul plan focal de la préparation, en éliminarsidgmal de fluorescence provenant des autres
L'ouverture du diaphragme/pinhole (taille du disgl#iry) va conditionner en grande partie

gualité optique de l'image. De plusn déplacement selon l'axe optique Z est réaliséegaaune
sur-platine (quartz piézélectrique), faisant varier le plan de mise au oge qui perme
d’obtenir une série de coupeptiques appelées séries enFigure 69). Un empilement pe
projection de sections optiques conduit facilengenine image reconstruite en 3D montrant

distribution dans I'espaade sondes fluorescenteFigure 70).

I

ly

Figure 69: Balayage point par point de I'échantillon dans dedirections XY grace a des miroi
galvanométriques et d'un dégcement selon I'axe optique (CMCM Stéphanois).

Figure 70: Schéma explicatif des sections de gsde coupe en microscopie confoc avec I'image d’un
plan focalen XZ et YZ, et d'une image moyennée finale acqugse une sériede plans de coug.
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Dans le cas de la microscopie confocale convengitenon parle de régime monophotonique.
Cela veut dire qu’'une molécule de fluorophore né&egtitée que par un seul photon suffisamment
énergétique, le laser utilisé est en mode continu.

Enfin un systéeme de contraste interférentiel déffiel (DIC) permettait d'observer les cellules
en lumiere blanche et pouvait étre superposé aagesdes fluorescences obtenues séparément.

Par rapport a la microscopie de fluorescence cdiorarelle, la microscopie confocale offre de
nombreux avantages pour la localisatiorsitu d’'une sonde fluorescente dans des cellules et/ou
des tissus :

Augmentation de la résolution latérale (i) et axiale (0,4um).

Elimination du signal fluorescent provenant d’astgans grace au pinhole, ce qui
permet d'obtenir des images de haute résolutiofuat trés grande netteté méme a fort
grossissemeng{gure 71).

L'acquisition de séries de sections optiques p¢amigla reconstruction 3D.

La localisation simultanée de différentes sondaeréiscentes. Chaque fluorophore est
enregistré dans un canal puis les différentes imampenues sont superposées pour
n‘obtenir qu'une image.

confocal

non
confocal

Figure 71 : Différence de netteté entre une imagméocale et non-confocale (CMCNbtéphanois).

La microscopie confocale a balayage laser monopimpie présente cependant aussi un certain
nombre d'inconvénients :

Le probléme de I'observation de cellules vivantés puissance de la source laser est
trop importante au plan focal et entraine une pldg#igradation rapide de la sonde
fluorescente (photobleaching) auquel s’ajoute uotgdommage cellulaire irréversible
gui modifie et altere le métabolisme cellulairee§€t’ une des raisons pour laquelle les
spécimens sont souvent fixés et montés entre lafaenelle.

La limitation de la profondeur d’analyse : les apgions restent limitées a des
échantillons de faible épaisseur (< 200). En effet, la profondeur de pénétration liée a
lillumination laser visible en mode continu restes insuffisante pour espérer analyser
des phénomenes biologiques au niveau d’échantiipass.

Afin de mieux appréhender les analyses effectugesars de ces travaux, il est nécessaire de
rappeler quelques généralités sur le phénomenkeiale$cence. La fluorescence est une émission
lumineuse provoquée par l'excitation d'une molé¢généeralement par absorption d'un photon)
immédiatement suivie d'une émission spontanée. tdokcule fluorescente (fluorophore ou
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fluorochrome) posséde la propriété d'absorberédenyie lumineuse (lumiere d'excion) et de la
restituer rapidement sous forme de lumiere fluaetz (lumiére d'émission). Une fois I'énergie
photon absorbée, la molécule se trouve alors gieméeat dans un état électroniquement ex
souvent un état singulet, que I'on noy. Le retour a I'état fondamental peut alors se fair
différentes maniéres : soit pliwmorescenc, soit par phosphorescendadure 72).

S3
excited
S \ higher energy
2 . s triplet states
.
5 Aabsorbed
c w
t
= e“:;:?‘ emitted :
fluorescence triplet
light states
S | * phosphorescence
0
ground state

Figure 72: Schéma explicatif de la fluorescen (CMCM Stéphanois).

La lumiére réémise par la molécule excitée lorsad@uorescence peut étre de méme long!
d'onde (fluorescence de résonance) ou de longueumde plus grande ou plipetite. Cette
différence est appelée déplacement de S (Figure 73).

Déplacement de Stokes
AN

Intensite

absorption

Longueur d'onde
Figure 73 : Déplacement de StokéEMCM Stéphanois).

Ce déplacement du spectre d'émission vers des dangud'onde plus élevées, décrit pa
déplacement de Stokes, facilite grandement la a@paret la détection de la lumiere
fluorescence, signal spécifigue délivré par le ryphore. Il existe L grand choix de
fluorochromes, chacun pouvant étre caractérisésparspectres d’excitation et d'émission.
principe de fluorescence est utilisé, dans lesaosampes a fluorescence et les spectrofluorim
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Il est important de noter qu’au cours de cetteghés soin tout particulier a été accordé aux
choix des molécules fluorescentes pour éviterdbhavvauchement de spectres qui entacheraient les
analyses. Les fluorochromes ont été choisis denfac@e que leurs spectres d’émission et de
réabsorption ne se superposent pas avec la flemrescdes particules. Les longueurs d’onde
d’excitation et d’émission des principaux compofiaserescents utilisés sont résumées dans le

Tableau 9

Longueur d'onde d'excitation | Longueur d'onde d'emission
(nm) (nm)
Microparticules P
Microparticules | 488 499-540
Particules Micropa.rticules 3
Nanoparticules FITC 488 495550
Nanoparticules FITC/pHrodo 51 550650
PKH 26 551 567
Fluorophores Lysotracker®Red 577 590
AlexaFluor®594 phalloidin 543 615-693
Hoechst 350 408-443

Tableau 9: Principaux composés fluorescents utis avec leur longueur d’onde d’excitation et
d’émission.

[1.2 Microscopie électronigue

Au cours de ces travaux, des observations MEB €T bift été réalisées dans différents lieux :
- Ecole Nationale Supérieure des Mines de Saint-B¢ieaquipée d’un MEB FEG (Field
Emisson Gun = Canon a émission de champ), mod&es580 F de marque Jeol.
- Centre de Microscopie Electronique Stéphanois (CMES&culté de Meédecine,
Université Jean Monnet, Saint-Etienne), équipé dMmEB (Hitachi S-3000N) et d'un
MET (Hitachi H800-3, 200 Kvolt).

[1.2.1 Microscopie électronigue a balayage

La microscopie électronique a balayage (MEB ou SieMr Scanning Electron Microscopy) est
une technique de microscopie électronique capableraduire des images en haute résolution de
la surface d’'un échantillon en utilisant le prirecigles interactions électrons-matiere. Aujourd’hui,
la microscopie électronique a balayage est utild#es des domaines allant de la biologie a la
science des matériaux, et un grand nombre de cotetirs proposent des appareils dont la
résolution se situe entre 0,4 nm et 20 nm.

Concernant le principe d’'un MEB, une sonde éleatyo® (« canon a électrons ») généere un
faisceau d’électrons qui est projeté sur I'échkmtila analyser. L'interaction entre la sonde
électronique et I'échantillon génere des électna@irodiffusés et secondaires qui sont accélérés
vers un détecteur qui amplifie le signal. A chagoet d'impact correspond un signal électrique.
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L’intensité de ce signal électrique dépend a la @@ la nature de I'échantillon au point d’impact
et de la topographie de I'échantillon au point cdé. Il est ainsi possible, en balayant le
faisceau sur I'échantillon, d’obtenir une cartodri@pde la zone balayée.

Des bobines disposées selon les deux axes perpkxidis a I'axe du faisceau et parcourues par
des courants synchronisés permettent de soumettreomde a un balayage. Les lentilles
électroniques, qui sont généralement des lentilagnétiques et les bobines de balayage forment
un ensemble que I'on appelle la colonne électranitln MEB est essentiellement composé d’un
canon a électrons et d'une colonne électroniquat ko fonction est de produire une sonde
électronique fine sur I'échantillon, d’'une platiperte-objet permettant de déplacer I'échantillon
dans les trois directions et de détecteurs pernmiata capter et d’analyser les rayonnements émis
par I'échantillon Figure 74). En outre I'appareil doit nécessairement étrapggd’un systéme de
pompes a vide.

cortrile

source + deadronique
des éia:.,jr\c:
faiscean ) %

dadronique

% sy SFeve of confrble
| » ou balayage »

mmmmmz?

confridke of
fratfenrent

des dorrées

fraifenvent
du sigral —w [ = [—

dé ecteur des électrons
ré rodiff usés + l

L3
dét ecteur des électrons
sacondaires inEre SSior
échantillon des domrees

e, -

Figure 74 : Schéma du principe d'un Microscope Elegnique a Balayage (Irmh).

Sous l'impact des électrons, I'échantillon émetréponse plusieurs types de rayonnements
correspondant a plusieurs phénomenes :

- Les électrons secondaires sont les électrons duefail incident qui ont une pénétration
tres faible. lls sont transformés en signal élgagiservant a moduler le faisceau d'un tube
d'oscilloscope dont le balayage est synchrone deefaisceau incident. L'image est
retransmise point par point et ne devient comptpi@pres une période de balayage.
L'image obtenue est celle de la surface en rekefathantillon, jusqu'a des échelles trés
petites (grossissement possible jusqu'a 100 08). foi

- Les électrons rétrodiffusés sont les électronsaiscéau incident qui ressortent apres un
court parcours dans I'échantillon. Leur énergie festtion de la densité atomique de
I'échantillon, I'image reconstituée comme pourékstrons secondaires donne alors une
idée de la répartition des masses atomiques damafitillon.
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- Les photons X sont des radiations caractéristigeragses par les atomes constituant
I'échantillon. lls présentent un spectre énergétigomposé d'un spectre continu et d'un
spectre de raies caractéristigues des élémentsédaitillon placé sous le faisceau.
L'épaisseur de la zone d'émission de photons X Boysact du faisceau est d'environ 1
um. Le systéme de détection, placé prés de la Zonpatt, donne un signal proportionnel
a I'énergie du photon X détecté. Ce signal, angpdifidigitalisé, est appliqué a I'entrée d'un
analyseur multicanal.

Ainsi, la MEB est une technique d'imagerie qui pefrdiverses analyses physiques et chimiques
de nombreux types d’échantillons comme par exeuhgdematériaux.

Concernant les échantillons biologiques, leur maplus ou moins molle et la présence d'eau
conduit a la nécessité d'une préparation plus tafemui vise a les déshydrater et les rendre
conducteurs. Pour cela, ils doivent donc subir préparation spécifique en plusieurs étapes.
L’étape de fixation vise a conserver les structuted’échantillon dans un état aussi proche que
possible de I'état vivant. Elle est suivie d’'unep& de déshydratation. En effet, la pression dans |
chambre d’observation est tres faible et les mddscud’eau contenues dans I'échantillon
risqueraient de détruire les cellules en s’évagdavarde polluer la chambre d’observation. Suivant
la nature de I'échantillon biologique, différentiexhniques comme le contournement du point
critiqgue ou la déshydratation chimique existeneédhantillon est alors rendu conducteur grace a
une derniere étape de métallisation et peut ésergb.

[1.2.2 Microscope électronigue a transmission

Pour la microscopie électronique a transmission TMit TEM pour Transmission Electron
Microscopy), les analyses sont effectuées gracegbetrons diffractés a travers I'échantillon, ce
qui entraine des contraintes comme ['utilisatioactiantillons ultra-minces (épaisseur de I'ordre
de 100 nm) afin d’étre le plus possible transpaaemt électrons. Tout échantillon aminci a partir
de I'état massif ou préparé par évaporation, etpadinle avec I'ultravide (vide limite inférieur a
10-7 hPa) peut étre analysé par MET (polymeresaumétéchantillons biologiques, etc.). Tout
comme pour la MEB, la préparation des échantillbiadogiques pour la MET nécessite le plus
grand soin et différentes étapes (fixation, déshgdion et augmentation du contraste, inclusion en
résine, coupes ultrafines puis observation).

L’intérét premier de la microscopie électroniquetimsmission est I'obtention d’informations
morphologiques et ultrastructurales notamment eetfalaire. Une microanalyse chimique de la
zone observée est également possible avec desgeelrmomme la perte en énergie des électrons
(Electron Energy Loss Spectroscopy) et la spectnoenéX dispersive en énergie (Energy
Dispersive X-ray Spectrometry) ou en longueur d®n@WVavelength Dispersive X-ray
Spectrometry). Quelques exemples d’application eorent la mesure d’épaisseurs de couches
dans un empilement, I'étude de la répartition derghs dans une matrice organique, la
détermination de la nature chimique de phases @orenl’analyse cristallographique d’un
échantillon cristallin (orientation cristalline &ude des défauts structuraux).
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Le principe de IaMET est basé sur un faisceau d’électrons qui estli® sur la préparation
observer par l'intermédiaire de lentilles électrgmétiques. Les interactions entre les élect
incidents et I'’échantillon sont résumées darFigure 75.

Electrons incidents Electrons rétrodiffusés

Photons X

Electrons secondaires

Echantillon \

\Y .
Electrons transmis

Figure 75: Schéma des interactions faisceau d’électr-matiere (Klein, 2011).

Comme nous l'avons vu dans le paragraphe précédestrayons X sont utilisés
microanalyse, les électrons secondaires et rétrodiffaeéglEB. Dans le cas de la MET, seuls
électrons traversant la préparation sont analySésdistingue a la sortie de I'échantillon tr
types d’électrons :

- Les électrons transmis n’ayant pas interivec I'échantillon.

- Les électrons diffusés élastiquement (sans pedredjie) résultant de l'interaction ¢
électrons incidents avec les atomes de I'échantillans le cas ou ce dernier est crista
les électrons sont diffractés par les plans rlaires selon la loi de Brag

- Les électrons diffusés inélastiquement (avec pEéeergie) provenant de l'interaction ¢
électrons incidents avec les cortéges électroniqasgtomes de I'échantillc

La distinction entre les électrons transmis etélectrons diffusés permet de créer le contr
des images en MET.
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1.3 Cytométrie en flux

La cytométrie en flux (CMF) permet de mesurer défés parametres sur des cellules
suspension dans un liquide, alors qu'elles défiler a une, a grande vitesse devant une sc
lumineuse. Cette technique présente le double agard’étr a la fois analytique equantitative.
Elle se caractérise par :

- La possibilité de mesurer individuellement et sitmoément plusieurs paramée sur
chaque cellule au sein d’'une population hétérogéte.définit donc la variation et
distribution de la propriété étudiée dans la paputa permettant l'identification d
souspopulations et I'estimation de la population moye

- La rapidité (10.00@ellules/s, voire 30 a 40.000/s pdes appareils les plus récents
la sensibilité d'analyse (100 déterminants antigéniques par cellule), pdenetde
caractériser des sc-populations inaccessibles par d’autres techniquekes. type:
cellulaires de fréquence comprise entre ® et 10° peuvent étre analysés s:
enrichissement préalak

- La possibilité de séparer physiquen chaque élément analysé selon les propr
mesurées pour faire des études fonctionnellesesusdu-populations ainsi btenues
(fonction cytometre analyseur trie).

Concernant le principe de cette techn (Figure 76), la suspension cellulaire a analyser
injectée sous pression au centre d'une gaine liquide prisgg, les cellules vont ainsi é
hydrodynamiquement contraintes de s’y centrer eit \vansuite individuellement traverser
faisceau laser focalisé sur I'axe du jet. Les md¢isode mesure sont bas sur I'absorption et la
diffusion du rayon laser par la cellule, la fluaresce émise par les fluorochromes fixés, ¢
forme du signal détecté.

Central core Fluidics system

I '.:’; | Filers Detectors

Single flow

Detactor

Hydrodynamic focusing produces a single

sream of particles Schematic overview of a typical flow cytometer setup

Figure 76: Principe de la cytométrie en flux. Focalisationydrodynamique des (ets grace au systéme
fluidique. Schéma du trajet optique emprunté pasldifférents laser (CCCF Stéphanois.

Apres interception de la lumiere incidente, lawdellréémet dans diverses directiune partie
de la lumiére recue sous forme de signreprésentatifs de :
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- ses propriétés physiques : taille et granulosits (@e la lumiere diffusée aux petits
angles et a 90°) comme le montrd-lgure 77.

- ses propriétés biologiques liées a I'émission dmréscence par un ou plusieurs
fluorochromes préalablement fixés par la cellulatdnsité de chaque signal sera donc
corrélée avec des propriétés cellulaires.

Right Angle Light Detector
ot Complexiré Cellulaire

R

Lunuére ——————

Sl - e Forward Light Detector

it Taille de la cellule

Figure 77 : Schéma explicatif des parametres déabdes en CMF (CCCF Stéphanois).

Les signaux émis sont focalisés, séparés par texahce de miroirs et de filtres optiques, en
fonction de leur longueur d’onde. lls sont ensusimplifies et transformés en impulsions
électriques par les photomultiplicateurs puis diges pour étre utilisés par I'unité informatique
qui les représentera sous différentes formes :

- Monoparamétriqgue (histogramme) ou l'abscisse reptésl’amplitude du paramétre
(exprimée en unités arbitraires ou canaux) et darete, le nombre d'événements par
canal.

- Biparamétrique : corrélation de deux parametreunéss

Pour chaque représentation les statistiques camesptes sont établies automatiquement :
nombre et pourcentage de cellules au sein d’unalatbpn donnée, mesure de l'intensité et de la
moyenne de fluorescence, d'ou I'aspect quanté@atialitatif de la technique. La définition d'une
fenétre d'intérét autour d'une sous-population, geesoit sur la morphologie et/ou sur la
fluorescence, permettra grace a linformatique ali@er d'autres parameétres sur cette sous-
population et la détection d'évenements rares paeameétres mesurables par cette technique sont
nombreux, car dés qu'il est possible de rendrerélscente une population cellulaire de fagon
spécifique, son analyse est réalisable par CMF.

Les applications peuvent étre divisées en deuxpg®u
- Analyse de constituants ou compartiments cellidaire ADN, ARN, protéines,
expression d’antigenes (membranaires ou intraeglkd), enzymes, hormones.
- Analyse dactivités cellulaires fonctionnelles :poéise précoce a une stimulation
cellulaire (modification du pH, du €3, métabolisme oxydatif, potentiel membranaire.

Cette technique offre de multiples possibilitésndlgse mais elle nécessite une population de

cellules parfaitement dissociées, en bon état etoanbre suffisant pour effectuer les controles et
réglages indispensables a la fiabilité et a lacayctibilité des mesures. Par contre elle ne permet
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pas de visualiser la morphologie de la celluleg différence des techniques microscopiques d’ou
la complémentarité de ces outilapleau 10).

Cytometrie en flux

Microscopies

Quantification +++ +/-
Discrimination Individuelle Individuelle
Visualisation - +++
Photo-éblouissement - +4 4+
Reproductibilité ++ + +
Evenements observés - (Quelgues centaines
Tri sur cellules vivantes ++ + +/-
Complémentarité oui oui

Tableau 10 : Comparatif des avantages et inconvétéede la CMF par rapport aux techniques de

microscopie.

Le Centre Commun de Cytométrie en Flux (CCCF, Racde Médecine, Université Jean
Monnet, Saint-Etienne) avec lequel nous avons ilil@yaomprend un cytometre analyseur-trieur
FACS DiVa (Fluorescence Activated Cell Sorter DdbivVAntage, BD Biosciences) équipé de
deux lasers (Coherent/Argon et Spectra Physics/HéMettant trois raies : 488nm (vert), 633nm
(rouge) et 351nm (UV), du module d'acquisition @i DiVa, un systeme de tri sur plaque et sur
lame, tri quatre voies (Quadrasort TM) et du tuteavitesse (Turbo SortTM). Six parametres de
fluorescence peuvent étre simultanément analys@tusrde deux détecteurs de diffusion pour la
morphologie cellulaire : FSC (forward scatter/&ilket SSC (side scatter/complexité).

A raies LASERS (2 tubes lasers)

Excitations:

488 nm
laser Enterprise ]I;trgus

633 nm
laser He Ne

—

351 nm
laser Enterprise IT Argon

FILTES EF DISPONIELES :
S75/26, 585/42, 630/22, 660/20, 675/20, T12/21, T30/60

FLZ(424/44) «— 3P610

FL6(630/22

+———— DM SPS60

1E* LASER
438 nm

l

—= FL3 (695/40)

FL4(660,20)

I=°LASER
633 nm

I=LASFR
351 nm (UV)

SSC (488/10) +———" FSC (488/10)

CHAMEFRE
IYAMALYEE

Figure 78 : Chemin optique du cytométre du CCCF 8aint-Etienne (CCCF Stéphanois).
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I1.4 Physico- chimie des particules : taille et potentiel zéta

[1.4.1 Diffusion dynamique de la lumiéere

La technique ddliffusion dynamique de la lumiere (Dynamic LightaBering— DLS) permet
de mesurer des diametres de particules en suspg@iwant descendre jusqu’ nm.

Lorsqu’'une solution colloidale est traversée par famsceau de Ilumiere focalisé
monochromatique, les particules dispersent uneepdet ce faisceau dans toutes lirections.
L’intensité du faisceau dispersé fluctue en fontiilu temps en raison du mouvement brow
des particules qui a pour conséquence une varidgda distance entre les particules. Grace
photomultiplicateur, I'appareil détecte les pho et analyse les fluctuations d’intensité p
donner les coefficients de diffusion des partic (Figure 79). Ces coefficients sont finaleme
transbrmés en diamétre hydrodynamique a l'aide de latioel du déplacement brownien
particules sphériques donnée par I'’équation deef-Einstein Figure 80).

Fonetion de corrélation

b

F

» = b Distribution de taille
iy > e
P .:!. T ~
U a3 )
F Yy L
/ &R Détecteur
. 4 » .
/ j § Assemblage de fibre optique

Dispersion du faisceau

Figure 79: Principe de la technique ddiffusion dynamique de la lumiéréujkeb.com.

Particules de grande taille Particules de petite taille
[ & , @
- J
h - @
\ ) v »
a @ o @
. )
Auto corrélation Auto corrélation

Forte auto corrélation
Faible auto corrélation

Temps Temps

Figure 80: En DLS, la courbe d'auto corrélation créée a partir deariations d'intensité du signe
pemet d'obtenir des informations sur le mouvement dearticules et ainsi d’en déduire leur tail
(Klein, 2011).
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L’Ecole des Mines de Saint Etienne dispose de adgmireils basés sur ce principe de [ : un
ZetaSizer nano S (Malvern) et un NanoQ de chez dianmal Chaque appareil utilise un logic
spécifique relié a l'ordinateur donnant directeméntpourcentage de particules en inter
mesurée par classe de taille. En considérant guaalgicule sont sphériques, il calcule ensuite
pourcentage en volume et en nom

Ce type d’appareillage permet aussi d’évaluer temi@®! zéte

[1.4.2 Le potentiel zéta

La zétamétrie est une technique permettant de relupotentiede surface, dit potentizéta
de particules en suspension et ainsi de caraatéaisabilité de ces suspensions en fonctio
différents paramétres (pH, concentrations en ietts)

Le potentiel zétal() représente la charge que la particule acquiéegaux ions qui I'enurent
quand elle est en solution. En général, une péatiest chargée négativement et une couche
d’ions positifs I'entoure. En s’éloignant, dans wwiche diffuse, le potentiel varie pour atteir
la neutralité dans la masse de la solution. Leentiel zéta correspond au potentiel électri
mesuré au niveau du diameétre hydrodynamique dartacple en suspension c’est a dire au niv
du plan de cisaillement (limite entre la partiel@lsolution qui se déplace avec la particule dé«
qui sedéplace sans la particule) comme le montrFigure 81 En pratique, plus il est élevé
valeur absolue, plus la charge de la particuldesisifie(négativement lorsque le potentiel zéta
négatif et inversement) ce qui offre aux particdes stabilité en dégageant un effet répt
lorsque deux particules s’approchent I'une de fawuh l'inverse, au fur et a mesure qu'il dimin
en valeur abdlue, les particules deviennent de moins en moimsrgges et peuvent do
s'approcher les unes des autres plus étroitemeitd. d&croit les probabilités de collision et dot
pour conséquence une perte de stabilité. Par coestde potentiel zéta «un bon indicateur des
interactions entre particules et donc de la staébitolloidale. Ainsi, on considére qu'u
suspension est stable lorsque ¢ > 30 mV.

Potentiel de surface

N - )/~ Potentiel du plan
Zone de neutralité °, N f de cisaillement

électrique % " ’ = Potentiel Zeta

Figure 81: Charge et potentiels électriques d’'une partic dontle potentiel z&ét (Simon-Deckers, 2008).
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Certains parameétres influencent le potentiel 2étprincipal étant le pH. En effet lorsque celui-
ci est acide les particules tendent a acquéricbasges positives et lorsque celui-ci est basigse |
particules tendent a acquérir des charges néga@resdéfinit alors un pH pour lequel la particule
a un potentiel zéta nul : le point isoélectriquB. (p’autres parametres peuvent jouer sur la valeur
du potentiel zéta. Par exemple I'épaisseur de lcto® diffuse, qui est directement corrélée a
l'intensité du potentiel zéta, est régie principadmt par la concentration en électrolytes de la
solution et par la valence des ions présents.
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[1.5 Nanotoxicologie in vitro

La toxicité des particules sur les macrophaigesitro a été analysée pour un ensemble de
parameétres non restreint a une évaluation de llitda Que ce soit pour le modele de particules
micrométriques ou le modele de nanoparticulestdeBniques restent les mémes et nous allons
dans ce paragraphe présenter la méthodologie exgéale employée pour I'évaluation de la
toxicité biologique de nos particules d’intérét.

Au préalable de ces analyses, des observationshologiques ont été effectuées apreés
cytocentrifugation sur lame et coloration MGG conubéerit précédemment.

[1.5.1 Cytotoxicité

La LDH (Lactate Déshydrogénase) est une enzymespi@sians le cytoplasme des cellules
vivantes. En cas de perte d’intégrité membranadyse (de la membrane plasmique par un agent
toxique par exemple), la LDH est libérée dans likemi Le dosage de la LDH permet de quantifier
la cytotoxicité, car c’est un témoin indirect darart cellulaire. Ce test consiste ainsi a déteemin
la quantité d’enzyme libérée dans le milieu. Paufaire nous allons mesurer I'activité de la LDH
du surnageant de culture aprés un temps de coméacparticules avec les cellules fixé a 24
heures.

L’hydrolyse du lactate en pyruvate par la LDH coihdula formation de pouvoir réducteur
NADH+H". Ce pouvoir réducteur est ensuite utilisé commacti€ limitant d’'une réaction
catalysée par une seconde enzyme appelée la disghdCette enzyme catalyse une réaction
colorimétrique, en transformant son substrat (Resazen un composé fluorescent (Resorufin).
Ainsi d’'apres les deux réactions mises en jeu Umréscence mesurée est proportionnelle a
I'activité de la LDH du milieuEigure 82). Les échantillons seront donc analysés par fhoétrie.

Leaky Cell
LDH

e

Lactate / -“ » Pyruvate

NAD+ NADH

XS

= Fiesoruﬁn Resazurin

Figure 82 : Principe du dosage de la LDH (Promega).

Pour cela les macrophages sont incubés avec lésupes (1x18 macrophages/puits en plaque
96 puits) dans leur milieu biologique a 37°C sobs &e CQ. Apres 24 heures d’incubation le
surnageant est prélevé et testé avec un kit degdosmmmercial (CytoTox-ONE™ -
Homogeneous Membrane Integrity Assay - Promega¥ Htésultats obtenus en fluorimétrie
(530/590 nm) sont exprimés en pourcentage de LBétéie par rapport au témoin négatif.
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[1.5.2 Réaction inflammatoire

Le TNF-a (Tumor Necrosis Factor alpha) est une cytokinerétée par les macrophages. Il joue
un role clé d’indicateur du niveau de l'inflammatiet de la réponse immunitaire des cellules. Il
reflete I'état d’activation macrophagique et la ghaigie de la réponse inflammatdqireghali
and Wright, 1997).

Les macrophages sont incubés 24 heures avec lisufes dans leur milieu biologique puis le
TNF-o présent dans le surnageant va étre quantifié gragee technique de dosage immuno-
enzymatique ELISA (enzyme-linked immunosorbent @s@agure 83).

\ Anticorps de capture
anti-TNF-a

TNF-a

K= KA K

Figure 83 : Principe du dosage ELISA du TNE-

Nous avons utilisé un kit de chez R&D Systems (Qkae®Mouse TNFe) dans lequel un
anticorps polyclonal spécifique pour le TNFest préfixé au fond des puits de la plaque audobrm
96 puits. Nous avons utilisé pour cette techniqu@ b de surnageant de culture. Aprés incubation
pendant deux heures, les puits sont lavés avealdic de lavage et un anticorps de détection
anti TNFo conjugué a I'enzyme HRP (HorseRadish Peroxydastegjeuté a chaque puits puis
incubé une nouvelle fois pendant deux heures. Alaésges, une solution substrat (peroxyde
d’hydrogene et tétraméthylbenzidine) permettant néaetion colorée avec la HRP est ajoutée et
incubée pendant 30 minutes. Les puits vont alorsok&er en bleu de facon proportionnelle a la
concentration en TNE-présente. L'ajout de la solution stop (acide hgtlorique) va entrainer
un changement de couleur du bleu vers le jaunebsbidance peut alors étre mesurée par

spectrophotométrie & 450 nm. Les résultats sontulés en pg/mL grace a une courbe
d’étalonnage de I'activité du TNé&+éalisée en parallele.
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[1.5.3 Stress oxydant global

L'OxiSelect™ ROS Assay Kit (Euromedex) permet desurer I'activité des hydroxyles,
peroxydes et autres especes oxygénées réactiveS) (s les cellules. Cet essai utilise une
sonde fluorogénique perméable aux cellules, I&Dichlorodihydrofluorescin diacetate (DCFH-
DA). Une fois que le DCFH-DA a pénétré dans leduted, il est déacétylé par des estérases
cellulaires en 2’, 7’-Dichlorodihydrofluorescin (IEl) non fluorescent, lui-méme rapidement
oxydé en 2’, 7’-Dichlorodihydrofluorescein (DCFufirescent par les ROS comme le montre la
Figure 84.

O COOH
DCFH-DA

cl Cl
O O (Non-Fluorescent)
Q O 0
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H COOH DCFH
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l ROS

o]
al O o) i DCF
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Figure 84 : Principe de I'essai « Oxiselect » (Eunzdex).

CH,

L’intensité de fluorescence mesurée par fluorinegiB0/530 nm) est proportionnelle au niveau
de ROS présent dans le cytosol des cellules. Ralarles macrophages sont incubés dans leur
milieu de culture a 37°C sous 5% de X3 heures avec les nanoparticules. Le contenuQfe R
dans les échantillons (nM/h) est évalué en comgamaiavec une courbe standard de DCF
prédéterminée.
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11.5.4 Stress oxydant spécifigue aux H ,0,

L’évaluation de ce parametre a pour but de medargroduction spécifique d'un type de
radicaux libres induit par le contact avec les ipalts. Ce stress conduit a la formation d’'un
oxydant puissant, le peroxyde d’hydrogengOi(principale substance du pouvoir oxydant des
cellules). Le peroxyde d’hydrogene est en effet sufestance produite par la cellule au cours de la
réponse cellulaire.

Le dosage « ROS aigué » permet de déterminer uption de HO, due au stress cellulaire.
Dans des conditions expérimentales définies, lagmx TOX chronique » permet de déterminer
la capacité de production maximale epOblpar les cellules. La mise en parallele de ces deux
valeurs permet d’évaluer un niveau de stress e@lul Ce parametre sera évalué dans deux
conditions différentes de contact court ou longcales nanoparticules de fagon a reproduire les
conditions d’un stress oxydant aigué ou chronique.

Protocole du dosage « ROS aigué »

Pour évaluer ce parametre, les macrophages samtdacdans leur milieu de culture a 37°C
sous 5% de CPOpendant 90 minutes avec les nanoparticules. Dusapériode de contact, le
peroxyde d’hydrogene libéré est mesuré comme deerit985De la Harpe and Nathan, 1985)
selon la méthode d’'oxydation de la scopolétine lgsé@ par I'enzyme HRP (HorseRadish
Peroxidase). La scopolétine est mesurée aprés AQtemi de contact entre les cellules et les
particules par fluorescence (355/460 nm). Les tasulsont obtenus en nmol deQ410°
macrophages.

Protocole du dosage « TOX chronique »

Le dosage TOX permet de déterminer la capacitérdduption maximale de 1D, par les
cellules. Les cellules sont donc incubées avecawparticules pendant 24 heures dans leur
milieu de culture a 37°C sous une atmosphére d€6% La libération du peroxyde d’hydrogéne
est stimulée en outre par lI'addition de 100 ng/nd. RMA (phorbol-12-myristate-13-acetate,
Sigma). La quantité de peroxyde d’hydrogene libéeée mesurée par la méme méthode que
précédemment. Les résultats sont donnés en poageede HO, par rapport au témoin cellules
seules.
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Abstract:

Nanotechnologies are in full extension and the r&atde properties showed by nanomaterials
pave the way for a variety of applications suchhesderials science or nanomedicine. However,
this rapid expansion must be accompanied by jastifiterrogations about human’s health risks or
impact on the environment because of their potebitdogical toxicity. In this context, this thesis
aimed at improving the understanding of the cellutdernalization mechanisms of particles.
Different types of fluorescent micro- and nanopmdes with well-controlled physico-chemistry
(size and surface groups) were synthesized. Théacsnwere established with an vitro
macrophage cell line (RAW 264.7), which represdhts first line target cells in the human
defense mechanisms.

Different methodologies to accurately quantify asidtinguish internalized nanoparticles from
those just adhering to cell membranes were devedlasing flow cytometry and fluorimetry.
Complementary confocal microscopy and SEM/TEM temphes were carried out to better
visualize nanoparticles intracellular localizatidfinally, for each experimental condition tested,
the biological activity of the particles was evakdin terms of inflammatory response, membrane
alteration and oxidative stress.

Thus, the first part of this work allowed the demhent of a methodology to quantify fluorescent
microscopic particles internalization. Then a maafedouble fluorescent nanopatrticles sensitive to
pH variations was developed in order to quantifyrenprecisely the phagocytic process. Finally
the last part aimed at evaluating the impact ofsike of the nanoparticles on their internalization
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Résumé :

Les nanotechnologies sont en pleine expansionues leropriétés remarquables ouvrent la voie a
des applications trés variées intéressant la seigles matériaux comme la nanomédecine.
Cependant cet essor fulgurant doit s’accompagnerediogations justifiees sur les risques
sanitaires pour ’homme et I'environnement commeut de leur potentielle toxicité biologique.
Dans ce contexte le travail de cette thése portel’amélioration de la compréhension des
mécanismes d'internalisation de particules au niveslulaire. Pour cela plusieurs types de micro-
et nanoparticules fluorescentes de physico-chirargrélée (taille et groupements de surface) ont
été synthétisés. Des contacts ont ensuite étéigtabbec une lignée cellulairen vitro de
macrophages (RAW 264.7) qui représente une citdémntielle de I'organisme au niveau des
moyens de défense.

Differentes méthodologies de quantification en noytrie en flux et fluorimétrie ont été
développées dans le but de distinguer préciséraemanoparticules internalisées de celles adhérées
au niveau des membranes. Des techniques compléraserda microscopie confocale et MEB/MET
ont été mises au point afin de mieux visualiser legalisation intracellulaire. Enfin, pour nos
diverses conditions expérimentales, une étudeativité biologique des particules a été évaluée
sur la base des parametres de réaction inflamreatbaltération membranaire et de stress oxydant.
Ainsi, la premiere partie de ces travaux a concdenénise au point d’'une méthodologie de
guantification de linternalisation de particuldadrescentes microscopiques. Ensuite nous avons
développé un modéle de nanoparticules doublemeatefcentes sensibles aux variations de pH
permettant une quantification plus ciblée du preassie phagocytose. Enfin la derniere partie s’est
attachée a étudier spécifiquement I'impact deilketdes nanoparticules sur leur internalisation.



