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Avant-propos

Durant ces vingt derniéres années, le développement rapide du secteur des nanomédecines a révo-
lutionné I'industrie pharmaceutiques et la biologie. Le développement de nouveaux nano-objets pour
des applications de bio-imagerie, de vectorisation d’agents thérapeutiques ou d’ingénierie tissulaire,
pose de nouvelles questions sur leurs mécanismes de franchissements des barriéres biologiques. Afin
de développer des nano-objets toujours plus efficaces et plus spécifiques, il est donc nécessaire de
comprendre les mécanismes régissant leur transport aux interfaces biologiques. La simplification, par
I'utilisation de modéles basés sur des nano-objets synthétiques, ouvre de nouvelles possibilités dans
I’étude de phénoménes complexes tels que le transport trans-cellulaire de macromolécules. L’étude
des interactions a 1’échelle nanométrique, de I'internalisation et du transport de nano-objets synthé-
tiques permet de mettre au point les modéles et protocoles applicables ensuite & des nano-objets
biologiques similaires.

Les études présentées dans ce travail de thése ont été réalisées grace au partage de compétences
entre I'Institut de Chimie et de Biologie des Membranes et des Nano-objets et la société Cordouan
Technologies de Pessac, experts en caractérisation de nano-objets. Leur volonté de s’ouvrir aux tech-
niques d’analyse d’échantillons biologiques en microscopie électronique a transmission est a 'origine
de cette collaboration.

Cette étude a été réalisée, pour partie, dans le cadre du projet Tisitrans cherchant a déterminer
la capacité de transport au travers de ’épithélium et de I’endothélium pulmonaire humain de nano-
particules (NPs) de silice fluorescentes de tailles variables. Nous nous sommes focalisés sur I’étude du
transport trans-endothélial des NPs et la mise en place d’outils techniques permettant le suivi des
NPs & une résolution nanométrique. Ces approches méthodologiques et techniques pourront ensuite
étre appliquées a ’étude des phases initiales de I’athérosclérose et plus particuliérement du transport
du LDL (Low-density lipoprotein) dans endothélium vasculaire.

Ce manuscrit est organisé en cing parties principales. L’introduction générale, présente ’endothé-
lium et son role dans le transport de macro-molécules dans 'organisme, en détaillant ’exemple d’une
pathologie du transport dans ’endothélium : ’athérosclérose. Un tour d’horizon des connaissances
actuelles sur les NPs et plus particuliérement sur les NPs de silice et leurs interactions avec ’endo-
thélium est ensuite réalisé. Le premier chapitre expérimental, traite de I’étude de 'internalisation des
NPs de silice dans I’endothélium pulmonaire humain in-vitro. Le lien entre la taille des particules et
les voies d’internalisation empruntées y est étudié. Le second chapitre expérimental décrit les expé-
riences de caractérisation et de quantification du transport trans-endothélial des NPs en fonction de
leur taille. Le dernier chapitre expérimental présente les travaux préliminaires réalisés afin d’adapter
les modéles cellulaires & I'étude du transport trans-endothélial du LDL. La conclusion générale fait
la synthése de ’ensemble des résultats obtenus pendant la thése et définit les perspectives futures de
ce travail.
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Introduction générale
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2 Chapitre 1. Introduction générale

1.1 Endothelium et transcytose

1.1.1 Quelques généralités sur I’endothélium

L’activité normale d’une cellule est basée sur un équilibre continu entre un apport d’éléments
nutritifs et un export de déchets et de produits cellulaires. Si les organismes uni-cellulaires sont
capables d’échanger ces éléments directement avec le milieu extra-cellulaire, les organismes multi-
cellulaires, eux, sont dépendants de divers mécanismes de transport.

Les vertébrés, dont font partie les humains, disposent de divers fluides dont une fraction trans-
porte ces éléments dans leurs organismes. On distinguera ici quatre groupes de fluides séparés par des
barriéres semi-perméables : le plasma sanguin, la lymphe, les fluides interstitiels et les fluides intra-
cellulaires. La lymphe et le plasma sanguin circulent de maniére uni-directionnelle, respectivement
dans les systémes circulatoires lymphatique et vasculaire.

Artéres destinées aux
membres supirilur:,
cou, téte..

Veine cave
supérieure

Artére

Oreillette pu Imonaire
droite

Circulation
coronaire

Ventricule Ventricule
droit Capillaires gauche

Veine cave Artérioles

inférieure

membres inférieurs, organes
abdominaux, pelviens...

FIGURE 1.1 — Appareil cardio-vasculaire figure adaptée de [Chung 1990]

Le systéme circulatoire lymphatique transporte les fluides depuis les tissus interstitiels jus-
qu’aux veines situées a la base du cou via un réseau de capillaires et vaisseaux de tailles variables.

Le systéme circulatoire sanguin ou systéme cardiovasculaire inclut une pompe musculaire,
le coeur et un réseau de vaisseaux sanguins (voir figure 1.1). Le coeur est un vaisseau sanguin modifié
qui va recevoir le sang de tout I'organisme par son cdté droit et le pomper vers les poumons pour
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oxygénation. Il s’agit de la circulation pulmonaire. Son c6té gauche va permettre le pompage du sang
des poumons vers le reste de 'organisme, il s’agit de la circulation systémique.

1.1.1.1 Le systéme cardio-vasculaire : organisation et composants

Trois composants basiques forment le systéme cardio-vasculaire :

¢ L’endothélium. Fine couche de cellules épithéliales recouvrant I'intérieur de tous les vaisseaux
sanguins, 'endothélium peut étre continu (dans le coeur et la majorité des vaisseaux) ou fenestré
(dans les capillaires viscéraux ou hématopoiétiques). L’endothélium repose sur une couche de
lame basale qui peut varier en épaisseur et en continuité. L’endothélium et sa lame basale
représentent la principale barriére semi-perméable du vaisseau. Leur densité et leur intégrité
vont déterminer la perméabilité locale d’un vaisseau.
o Les tissus musculaires. Intercalés avec d’autres structures de la paroi vasculaire, ils sont
composés de cellules musculaires lisses.
¢ Les tissus conjonctifs. Composés de cellules fixes et migratoires, de collagéne, fibronectine
et autres substances, les tissus conjonctifs vont remplir différents réles complexes. Les tissus
conjonctifs accueillent également les vaisseaux microvasculaires sanguins et lymphatiques mais
aussi les nerfs du myocarde.
A ces composants s’ajoutent des éléments élastiques : les fibres élastiques dispersées a l'intérieur
de la paroi vasculaire et les feuillets élastiques présents dans la paroi artérielle.
Ces constituants s’organisent sous la forme d’une structure, en couches ou tuniques, commune a
I’ensemble du systéme cardiovasculaire. Ces tuniques sont organisées en trois couches, partant de la
lumiére du vaisseau vers l'extérieur :

¢ Tunique intima. Composée de I'’endothélium et de sa lame basale reposant sur une fine couche
de tissus conjonctifs, 'intima contient également quelques cellules musculaires lisses capables
de contraction et de synthése de collagéne. Ces cellules, dites myo-intimales, jouent notamment
un role dans la formation de la plaque d’athérome.

¢ Tunique media. Particuliérement développée dans les artéres, elle est bien moins distincte
dans les veines et absente du systéme microvasculaire. Dans les vaisseaux les plus proches du
coeur, ol la poussée de I’onde de pression systolique est la plus importante, elle est enrichie en
éléments élastiques.

¢ Tunique adventice. Constituée majoritairement de collagéne, elle peut également contenir
des cellules musculaires notamment dans les veines. L’adventice des vaisseaux plus épais est
irriguée par de petits vaisseaux sanguins, les vasa vasorum qui plongent dans la media.

Cette organisation en strates subit des différenciations selon la localisation du vaisseau dans
I’arbre vasculaire dépendant de deux facteurs principaux :

¢ Facteurs mécaniques. La pression sanguine et les forces hémodynamiques s’appliquant sur
la paroi du vaisseau vont déterminer ’arrangement de I’endothélium et des tissus musculaires
et élastiques.

o Facteurs métaboliques. Les besoins locaux des tissus, particuliérement pour la microvascu-
lature, vont impacter la différenciation des vaisseaux.
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1.1.1.2 L’endothélium et la cellule endothéliale

L’endothélium vasculaire est une barriére sélective a la diffusion entre deux compartiments du mi-
lieu interne : le plasma et le fluide interstitiel. Il est hautement différencié pour controler les échanges
bidirectionnels de petites molécules et le transport des macro-molécules. Trois formes d’endothélium
peuvent étre identifiées :

¢ Endothélium fenestré. Caractérisé par la présence de nombreuses ouvertures trans-cellulaires
appelées fenestrae.

¢ Endothélium continu. Dépourvu de fenestrae et caractérisé par des jonctions intercellulaires
serrées.

¢ Endothélium discontinu ou sinusoidal. Caractérisé par la présence de larges gaps comme
par exemple dans les tissus hématopoiétiques.

La cellule endothéliale est une unité répétée quasiment uniformément dans I’endothélium. D’une
dimension de 10 & 15 microns de large par 20 a 25 microns de long, elles sont orientées dans la longueur
en fonction du flux sanguin. Pour I'ensemble de 'appareil vasculaire, une quantité de 6 x 10'3 cellules
endothéliales a été estimée pour une surface totale de 4000 - 7000 m? et un poids total de 1 kg
[Wolinsky 1980].

En plus du noyau, les cellules endothéliales contiennent un jeu classique d’organelles : réticulum
endoplasmique lisse et strié, ribosomes, appareil de Golgi, mitochondries, lysosomes (plus fréquents
dans les artéres) et vésicules multi-lamellaires. A cela s’ajoutent, des structures en batonnets granu-
laires incluses dans une matrice dense, identifiées par Weibel et Palade [Weibel 1964]. Elles sont le site
de synthése du facteur de Von Villerbrand (roles divers dans ’adhésion & la matrice extra-cellulaire).
Les corps de Weibel-Palade sont un élément caractéristique des cellules endothéliales.

L’une des caractéristiques, que ’on associe au transport intense réalisé par les cellules endothé-
liales, est leur grande densité en vésicules (environ 5 000 & 10 000 par cellule) pour une épaisseur trés
fine de l'ordre de 0,2 - 0,4 microns pour les zones les plus fines et 5 microns pour les zones les plus
épaisses. Ces invaginations lisses et uniformes (60 - 70 nm) de la membrane (voir figure 1.2) furent
nommeées vésicules plasmalemnales par Palade [Palade 1953] puis caveolae ou cavéoles ("petites
caves") de part leur forme caractéristique en oméga [Yamada 1955|. Ces vésicules, qui possédent une
ouverture, d’environ 35 nm de diamétre, fermée par un fin diaphragme |Bruns 1968|, voient leur
fréquence varier largement selon leur tissu d’origine. On citera ici 'exemple d’un endothélium de
muscle squelettique dans lequel, le volume estimé en cavéoles par cellule est de environ 1200/um?,
contre environ 130/pm? dans les capillaires pulmonaires [Simionescu 1983)].

Une autre caractéristique importante des cellules endothéliales est ’organisation de leurs jonc-
tions. Comme dans d’autres épithéliums, les jonctions serrées vont jouer un roéle dans la perméabilité
de 'endothélium en régulant les liens mécaniques entre les cellules avoisinantes. Ces liens représentent
I'une des principales barriéres a la diffusion para-cellulaire [Heiskala 2001]. Chaque segment vascu-
laire posséde des jonctions cellulaires dont 'organisation est caractéristique et refléte les différents
degrés de densité et de couplage intercellulaire. Généralement, les jonctions cellulaires sont composées
de plus de jonctions serrées au niveau des artéres et artérioles, que dans les capillaires, et enfin, que
dans les veines et veinules [Mehta 2006].
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FIGURE 1.2 — Ultra-structure d’un réseau de capillaires sanguins, cellule endothéliale et cavéoles. a
- Ultra-structure d’un réseau de capillaires d’estomac : réplique visualisée en microscopie électronique
a balayage. Les vaisseaux sous-muqueux sont visualisés sous la matrice de capillaires de la muqueuse
[Imada 1987]. b - Section transversale montrant une cellule tapissant la lumiére du capillaire observée
en MET (correspondant a la zone délimitée en a) [Bolender 1974]. ¢ - Grossissement supérieur d’une
région semblable o la zone identifiée sur ’image b. Les vésicules plasmalemnales ou cavéoles sont
ouvertes sur la région luminale comme basale [Fawcett 1965]. d - Cavéoles (vésicules notées d’un v),
ouvertes sur l’extérieur ou isolées [Bruns 1968]

L’endothélium agit comme une barriére contrélant le trafic des macromolécules et
des solutés entre le fluide sanguin et le fluide interstitiel. Pour franchir cette barriére,
les macromolécules vont pouvoir emprunter deux voies, entre ou au travers des cel-
lules. Le transport paracellulaire dans un endothélium sain est limité aux molécules
d’une taille inférieure & 6 nm en absence d’ouverture des jonctions intracellulaires
[von Eckardstein 2009]. Le transport trans-cellulaire, sujet de cette étude, met en jeu des
voies de trafic membranaire communes aux mécanismes d’endocytose [Simionescu 1988].
Une fois endocyté, un cargo pourra ainsi étre dirigé vers la transcytose ou les voies de
dégradations cellulaires. Nous nous focaliserons donc, dans la partie suivante, sur I’étude
des mécanismes d’endocytose.
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1.1.2 Endocytose

L’endocytose est le premier mécanisme permettant la création de nouvelles membranes intra-
cellulaires & partir de la membrane plasmique. La cellule va intégrer les lipides de la membrane
plasmique, les protéines associées et du milieu extra-cellulaire, qu’elle va ensuite pouvoir rediriger
vers ses voies de dégradation pour utilisation (figure 1.3). Ce processus s’oppose a l’exocytose, c’est
a dire, la fusion de membranes intracellulaires & la membrane plasmique, permettant I’expulsion de
matériel cellulaire dans ’environnement.

=13
lysosome ("ﬂ‘ . ~ membrane
llls plasmique

endosomes
\ N\

enveloppe nucléaire % \\r\ )
/ reticulum endoplasmique 7 A
/ 4

——n.

@ ~
vésicules

de sécrétion

FIGURE 1.3 — Schéma simplifié¢ des mécanismes d’endocytose, de la compartimentation cellulaire,
lexocytose et de la dégradation. Les vésicules de transport permettent la communication des diffé-
rents compartiments cellulaires. Dans la voie endocytique (fleches vertes), les cargos sont dirigés,
apres internalisation o la membrane plasmique, vers les endosomes précoces puis tardifs, puis vers
les lysosomes pour dégradation. Une partie des élements endocytés va également étre recyclée vers la
membrane plasmique (fleches bleues), Uappareil de Golgi et le réticulum endoplasmique, pour réutili-
sation. En rouge, sont figurés les mécanismes d’exocytose et de sécrétion. Adapté de [Alberts 2013]

C’est 'endocytose qui va réguler la sensibilité de la cellule & son environnement par le jeu de I'inter-
nalisation de ses récepteurs membranaires. Les processus d’endocytose jouent également un role dans
la régulation de mécanismes aussi variés que la mitose cellulaire [Schweitzer 2005] [Boucrot 2007],
la migration cellulaire [Caswell 2008], le recrutement membranaire d’antigénes [Mahnke 2000], la
régulation positive de signaux intra-cellulaires [Hoeller 2005] et l'internalisation de pathogénes
[Mercer 2009).

Il existe de nombreuses voies d’endocytoses de cargos divers. Si une bonne connaissance de ces
cargos est actuellement disponible, les mécanismes d’internalisation restent & préciser. Un mécanisme
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d’internalisation contrélant ’endocytose d’un cargo donné va, tout d’abord, nécessiter un jeu de
mécanismes de sélection a la membrane plasmique. Nous ferons ici la différence entre des mécanismes
non-spécifiques d’endocytose et des mécanismes basés sur la reconnaissance du cargo, également
appelés endocytose récepteur dépendante [Simionescu 1990].

Endocytose non-spécifique. Egalement appelée endocytose en phase-fluide, ce processus va
permettre I'internalisation non-sélective en masse de molécules. Ce processus va permettre d’ache-
miner ces cargos aux endosomes et lysosomes en vue de dégradation. Un exemple de ce processus
est présenté sur la figure 1.4. Le processus va dépendre de la concentration dans le plasma du cargo
a transporter mais également de la capacité du cargo a se lier électrostatiquement & la membrane
plasmique et a certains de ses micro-domaines. Cela est démontré par I'utilisation de marqueurs de
I'internalisation en phase fluide tels que la ferritine ou des dextrans [Simionescu 2002.

FIGURE 1.4 — Différences entre endocytose sélective (A) et endocytose en phase fluide (B)
[Simionescu 2002]. Exemple d’internalisation en phase fluide dans ’endothélium du glycogéne conju-
gué a des billes d’or colloidal.

Endocytose dépendante d’un récepteur ou endocytose spécifique. Elle implique une re-
connaissance du cargo & transporter par un récepteur situé a la membrane plasmique ou dans un
micro-domaine. On citera ici les exemples de transport spécifique de différents constituants du plasma
sanguins : le LDL, I'insuline, ’albumine, la transferrine [Simionescu 1990]. Nous citerons également
I’'exemple des récepteurs scavenger tels que SREC et LOX-1, qui participent au retrait de la circu-
lation systémique des formes oxydées du LDL dans ’endothélium [Steinbrecher 1999].

Apreés sélection du cargo, la zone de la membrane plasmique qui effectuera le transport devra
s'invaginer et se séparer. Des mécanismes, permettant le transport de la vésicule ainsi formée jusqu’a
sa destination, puis sa fusion avec la membrane cible, devront étre mis en place. Il s’agit d’un transport
vésiculaire spécifique.

1.1.2.1 Critéres morphologiques et moléculaires des voies d’endocytose

Chaque voie d’internalisation va comporter son lot de critéres morphologiques et moléculaires
permettant son identification. Sur la figure 1.5, les voies d’internalisation les plus communes sont
schématisées.

En raison de la prépondérance des travaux basés sur ’endocytose par voie clathrine, au début
des années 1990, 'existence de voies d’internalisation ne dépendant pas des vésicules clathrine faisait
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débat. Les premiéres études sur l'internalisation de toxines bactériennes en présence de perturbateurs
pharmacologiques, documentés pour ne pas perturber la voie d’endocytose clathrine dépendante, ont
montré une diminution de l'internalisation indiquant ’existence potentielle d’autres voies d’endo-
cytose [Sandvig 1990|. Avec arrivée des outils génétiques, en 1995, il a été possible de montrer le
maintien de linternalisation de ’'HRP en phase fluide aprés blocage de la voie clathrine par ex-
pression d’une forme négative dominante de la dynamine [Damke 1995|, du récepteur du facteur de
croissance épidermal EPS15 [Benmerah 1998] et de la protéine adaptatrice AP180 [Ford 2001].

Phagooyvtose Macropinocytose

Voie Yoie
clathrine cavéoline
dépendante dépendante

™% 9] OO

| cavéoline '
CJ)

Vaoies clathrine et
cavéoline independantes

)
l
¢

Dynamine
Clathrine

LY¥SOSOME J

FIGURE 1.5 — Voies d’internalisation dans les cellules. L’internalisation des particules et macromo-
lécules les plus larges passe par la phagocytose lorsque l’objet est reconnu et par macropinocytose pour
des mécanismes en phase fluide. Ces deuz procédés dépendent d’une modification morphologique de la

membrane plasmique par le réseau d’actine (en rouge). Les autres voies d’endocytoses comprennent
les voies clathrine et cavéole dépendantes et indépendantes. [Mayor 2007]

Il est possible de différencier les voies d’endocytose sur des critéres morphologiques. Les puits
clathrines se distinguent par leur manteau protéique caractéristique en microscopie électronique a
transmission. Les cavéoles sont, quant & elles, dépourvues de ce manteau dense mais peuvent se re-
trouver organisées sous forme de grappes de cavéoles. On distinguera ensuite les voies d’endocytoses
indépendantes de la clathrine et de la cavéole (CLICs) caractéristiques par leurs formes tubulaires et
enfin les voies de macropinocytose et phagocytose. Les caractéristiques morphologiques et molécu-
laires principales des voies d’endocytoses citées ici sont regroupées dans le tableau 1.1 et développées
dans les parties suivantes. Nous commencerons par la phagocytose, la macropinocytose, puis par
la voie d’endocytose clathrine dépendante, la voie cavéoline dépendante et les voies clathrines et
cavéolines indépendantes.
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Mécanismes ) Exemples Protéines
Morphologie . .
d’endocytose de cargos impliquées
Actine,d i 1
Forme Pathogénes et ¢ 1n’e?, yna’mlnei,r.ac ’
Phagocytose d ssid toti protéines d’adhésion,
u car résidus iques
argo SPEPEOtid Rho kinase, cdc42
Macrobinocyvtose Larges Macro-molécules de Actine,
P Y vésicules tailles importantes, fluides Racl, cdc42
Clathrine Vésicules Toxine anthrax, CTxB, Dynamine, clathrine,
dépendants 80-100 nm récepteur de la transferrine actine, epsine,...
?avéoline Vésicules CTxB, SV40 Caxréolines, CaYines,
dépendants 60-80 nm actine, dynamine,...
Tubulai Acti 42
CLIC/EECG ubulaire ou CTxB, HPR, fluides ctine, cded2,
annulaire arfl, graf, ...

TABLE 1.1 — Caractérisiques morphologiques et moléculaires des voies principales d’endocytose.

1.1.2.2 Phagocytose

Chez les organismes supérieurs, la phagocytose est principalement utilisée pour I’élimination des
pathogénes de tailles importantes et des débris cellulaires. Cette voie est mise en place dans des
cellules hautement spécialisées comme les macrophages, les neutrophiles ou les monocytes. Il s’agit
d’un processus actif, hautement régulé par des récepteurs spécifiques situés a la membrane plasmique.
Parmi ces récepteurs on peut trouver ceux qui vont reconnaitre directement les pathogénes, comme
le récepteur au mannose (reconnaissance des chaines oligosaccharides branchées présentes en surface
de bactéries et champignons) ou les récepteurs des intégrines [Aderem 1999|. Cette reconnaissance
par les récepteurs membranaires induit, via une cascade de signalisation, le remodelage du réseau
d’actine pour former des pseudopodes. Le cargo va ainsi étre enveloppé dans un phagosome qui sera
acheminé vers les lysosomes pour dégradation. Chez les macrophages, certains peptides bactériens
seront ensuite recyclés a la membrane pour induire une réponse immune.

1.1.2.3 Macropinocytose

La macropinocytose est une forme régulée d’endocytose qui permet I'internalisation de macromo-
lécules en phase fluide. En 1931, Warren Lewis est le premier & décrire morphologiquement ce proces-
sus par micro-cinématographie en accélérant une prise de vue de macrophages de rat [Lewis 1931].
Lewis nomme ce processus pinocytose ce qui évoluera ensuite en macropinocytose, afin de mieux dif-
férencier cette voie d’internalisation de I’ensemble des processus de transport par de petites vésicules.

La macropinocytose est I'une des voies permettant a la cellule d’internaliser de larges quantités de
fluide extra-cellulaire. Jusqu’a peu, elle était 'unique candidat permettant I'internalisation massive
d’éléments fluides par la cellule. Cette place est remise en cause depuis la découverte de 'importance
de la voie CLIC/GEEC pour l'internalisation de I’ HRP |[Howes 2010| qui sera discuté par la suite.
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— _.. —_— Recyclage a la
—_— membrane

plasmique
Membrane Reéarrangement Repliement
plasmique du cytosquelette & formation du /
& plissage de la macropinosome /
membrane i
plasmique s

Macropinosome
mature

Maturation
du \
macropinosome \

Endosome / Lysosome

FIGURE 1.6 — Voie d’endocytose : macropinocytose. La macropinocytose dépend d’une réorganisa-
tion de la membrane plasmique par ’actine amenant & la formation de plis membranaires. Ces plis
peuvent se replier sur euz-mémes et former une vésicule en fusionnant avec la membrane plasmique.
Ces macropinosomes piégent ainsi les fluides. Aprés maturation, les macropinosomes prennent une
forme sphérique et sont dirigés vers les voies de dégradation ou recyclés a la membrane plasmique.
[Lim 2011]

La macropinocytose est basée sur le repliement de la membrane plasmique via ['actine
[Gottlieb 1993]. Comme on peut le voir sur la figure 1.6, une partie de ces plis va entrainer la
formation de vésicules irréguliéres, les macropinosomes. Ces macropinosomes se distinguent notam-
ment des autres types de vésicules endocytiques par leur taille importante (inférieure & 0,2 micron
en moyenne mais pouvant atteindre jusqu’a 5 microns de diameétre [Hewlett 1994]) et leur absence
de revétement de surface. Leur taille caractéristique les différencie des vésicules de micropinocytose
(clathrines dépendante et cavéoline dépendante) et leur permet d’internaliser de larges quantités de
matériel. Leur identification est possible via 'utilisation de marqueurs de phase fluide comme I’HRP
et le dextran.

Les mécanismes moléculaires exacts impliqués dans la macropinocytose ne sont pas encore to-
talement connus. Néanmoins, le remodelage du cytosquelette nécessaire requiert l'activité de la
phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) & la membrane plasmique. Les Rho GTPases Racl [West 2000]
et cdc42 |Garrett 2000] jouent également un role dans la polymeérisation de 'actine. L’activation de
PI3K et l'action des GTPases Rho sont communes & divers processus dépendants de l'actine tels
que la phagocytose (voir table 1.1). Des traitements bloquant ces processus, tels que 'utilisation
de la worthmannine sont connus et fonctionnent sur la macropinocytose (méme s'il ne lui sont pas
spécifiques). De maniére intéressante, la formation des macropinosomes est sensible a 'inhibition des
échanges Na™/ Ht par 'amiloride et ses analogues [Meier 2002].
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1.1.2.4 Endocytose clathrine dépendante

Longtemps considérée comme la seule voie de micropinocytose médiée par récepteur, la voie d’en-
docytose clathrine dépendante est la voie d’internalisation la mieux caractérisée. Lors de ’endocytose,
une large variété de récepteurs trans-membranaires et leurs ligands sont empaquetés et transportés
dans des vésicules mantelées par des clathrines. Ces vésicules sont utilisées dans I’endocytose mais
peuvent également faire le lien entre différents compartiments intra-cellulaires. Dans les fibroblastes,
I’endocytose clathrine dépendante est considérée capable d’internaliser presque 1’équivalent de la
membrane plasmique d’une cellule en une heure |Bretscher 1982].

La clathrine, composée d’une chaine lourde (190 kDa) et d’une chaine légere (25 kDa) s’associe
spontanément sous forme de triméres. La formation des puits mantelés commence a la membrane
plasmique avec le recrutement de ces triskélions par des complexes protéiques d’adaptation (le plus
connu étant AP2 [Sorkin 2004|) qui font le lien entre le domaine cytoplasmique des récepteurs a
internaliser et le domaine de liaison & la clathrine. Ce processus va induire la formation d’un réseau
de clathrines de forme polygonale induisant une courbure progressive de la membrane plasmique. La
formation de cette "cage" au cours du temps, a pu étre visualisée en 1980 (voir figure 1.7).

FIGURE 1.7 — Vues en microscopie électronique aprés cryo-fracture du bourgeonnement d’une vé-
sicule clathrine a différents stades : de la formation de patchs de 10 & 500 nm de diamétre (a) a la
formation d’une vésicule fermée (h). [Heuser 1980]
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=880

Assemblage du Puits clathrines Formation d'une Désassemblage du
puits clathrines et complétement formé vésicule mantelée manteau clathrines
bourgeonnement Formation du col par scission donnant une vesicule nue

FIGURE 1.8 — Diagramme schématique des différents stades de bourgeonnement et de scission des
puits mantelés clathrine. Aprés le bourgeonnement, le réseau de clathrines est éliminé donnant une
vésicule nue d’une taille d’environ 100 nm. Figure adaptée de [Doherty 2009)].

Récepteur et son
cargo

Myosine VI

Myosine 1E

Dab2

Anneau de Dynamine

Actine

FIGURE 1.9 — Mécanismes de scission d’une vésicule mantelée clathrine. La constriction du col de
la vésicule par la dynamine n’est probablement pas suffisante pour permettre la fission de la vésicule
mantelée [Roux 2006]. Une traction par des protéines motrices de myosine permettrait le détachement
de la vésicule [Spudich 2006] [Krendel 2007]. Cette figure présente le modeéle spéculatif suivant : la
partie positive du moteur myosine 1FE tire 'anneau de dynamine dans la direction de la membrane
plasmique pendant que le moteur myosine VI tire le bourgeon vésiculaire vers le cytosol. La tension
résultante permettrait alors la séparation au niveau du col. Figure adaptée de [Ungewickell 2007].
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Ces puits mantelés ont une durée de vie trés courte dans la cellule. Le processus de bourgeonne-
ment (figure 1.8) prend place sur un laps de temps de l'ordre de la minute. La fission de la vésicule,
étape finale permettant la libération dans le cytoplasme de la vésicule mantelée, est médiée par I'ac-
tion de la dynamine, une GTPase venant s’auto-assembler en forme de spirale autour du col de la
vésicule. Le mécanisme de fission nécessiterait également ’action de deux moteurs de myosine et du
cytosquelette d’actine pour décrocher la vésicule de la membrane plasmique (voir figure 1.9).

La vésicule d’endocytose va ensuite se départir de son manteau protéique et fusionner avec les
endosomes précoces (ou autre compartiment cible). Les ligands et les récepteurs vont ensuite se
dissocier. Les récepteurs pourront étre recyclés & la membrane plasmique par transport rétrograde.
Le contenu des endosomes pourra continuer son trajet vers la dégradation dans les lysosomes.

La classe de molécules pharmaceutiques des cations amphiphiles, tels que la chlorpromazine,
provoque par 'inhibition de ’accrochage & la membrane plasmique d’AP-2, la disparition des puits
clathrines a la membrane plasmique et la relocalisation de la clathrine et de ’assemblage AP-2 dans
les endosomes [Wang 1993]. Il s’agit ici d’un outil simple pour étudier les phénomeénes d’endocytose
en ’absence d’internalisation par les vésicules de clathrine.

1.1.2.5 Endocytose cavéole dépendante

La surabondance de cavéoles dans certaines cellules de l'organisme telles que les cellules endothé-
liales, mais également les fibroblastes ou encore les adipocytes a longtemps questionné les chercheurs
vis & vis de leurs réles. Les cavéoles ont été impliquées dans les fonctions d’endocytose, de trans-
cytose et de transduction des signaux calciques et de nombreux autres événements de signalisation
[Lisanti 1995] [Williams 2005]. Elles sont également utilisées par des pathogénes comme porte d’en-
trée pour 'endocytose (exemple de SV40 [Pelkmans 2001]) et ce, méme dans le cas de pathogénes de
plus fortes tailles que les cavéoles [Shin 2000]. Il a également été montré que la liaison de ’albumine
a son récepteur, la glycoprotéine gp60, localisée au niveau des cavéoles, induit la phosphorylation de
ce dernier. Ceci activerait alors son internalisation par les cavéoles |Tiruppathi 1997]. La voie cavéole
serait donc capable d’endocytose médiée par un récepteur et d’endocytose en phase fluide.

Les cavéoles (figure 1.2), sont des invaginations de la membrane pourvues d’un fin manteau pro-
téique difficilement observable en microscopie électronique |[Peters 1985|. Elles sont décrites comme
un micro-domaine spécialisé, morphologiquement distinct de la membrane plasmique par sa taille de
Pordre de 60 & 80 nm de diamétre, sa forme en oméga et sa structure spécialisée au niveau du col, le
diaphragme stomatique (généré par la protéine trans-membranaire PV1) [Stan 2004].

Différentes études ont montré I'importance d’une famille de protéines, les cavéolines, dans la
formation et la stabilité des cavéoles [Rothberg 1992] [Fra 1995]. Il existe trois isoformes de cavéolines,
exprimées en fonction du type cellulaire : la cavéoline 1 (CAV1) et la cavéoline 2 (CAV2) sont
abondantes dans les cellules non-musculaires (cellules endothéliales, adipocytes, etc.), alors que la
cavéoline 3 (CAV3) est exprimée dans les cellules musculaires uniquement |Tang 1996|. La délétion
génétique de CAV1 et de CAV3 cause la perte des cavéoles dans les cellules des types correspondants
[Drab 2001] [Galbiati 2001]. La perte de CAV2 n’entraine pas une disparition des cavéoles in vivo
[Razani 2002|, mais certaines études montrent un effet contributeur sur la formation des cavéoles
dans certains types cellulaires [Sowa 2003]. La présence d’environs 144 molécules de cavéolines par
cavéole, sous forme d’oligomeres les stabilise et leur donne leur forme caractéristique [Pelkmans 2005]
(voir figure 1.10).
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FIGURE 1.10 — Représentation schématique de l’insertion des cavéolines dans la membrane plas-
mique (a). Insertion d’une cavéoline dans la membrane (b), avec les cotés N- et C- terminaux du coté
du cytosol et le domaine intra-membranaire structuré en épingle a cheveux. Le domaine d’échafau-
dage, une région hautement conservée dans les cavéolines, aurait un role dans les interactions avec le
cholestérol. La région C-terminale est modifiée par des groupes palmitoyls s’insérant dans la double
membrane. [Parton 2007]

Les cavéoles ont été montrées comme étant hautement enrichies en lipides par rapport a la
membrane plasmique ordinaire [Ortegren 2004]. Elle sont également enrichies en glycosphingolipides
(GM1, GM3), en sphyngomyéline et en cholestérol (environ 20000 molécules estimées dans des ca-
véoles isolées [Ortegren 2004]).

Contrairement a l’endocytose clathrine dépendante, aucune protéine adaptatrice permettant la
reconnaissance et le recrutement de récepteurs transmembranaires n’a été identifiée dans I’endocytose
cavéoles dépendante. Les cavéoles sont également des structures beaucoup plus stables a4 la membrane
plasmique que les puits mantelés clathrines avec un temps de demi-vie de 20 minutes [Conner 2003].
La fission de la cavéole lors de l’endocytose est, par contre, dépendante de la dynamine [Oh 1998],
comme pour l'endocytose clathrine dépendante (voir figure 1.11).

Apres la fission, les cavéoles conservent leur forme lors de 'endocytose [Pelkmans 2004|. Les ca-
véoles décrochées de la membrane plasmique furent longtemps considérées comme capables de se lier
a un compartiment original de la cellule, le cavéosome [Pelkmans 2001] ; compartiment au pH neutre
et séparé de la voie clathrine et de la voie endo-lysosomiale. De maniére étonnante, un certain nombre
d’autres études font le lien entre les cavéoles et les autres voies d’endocytose. Des marqueurs interna-
lisés par voie cavéole ont, par exemple, été colocalisés avec des ligands endocytés par la voie clathrine,
au niveau des endosomes précoces [Tran 1987| [Pol 2000]. De la cavéoline endogéne a également été
localisée dans les endosomes de recyclage [Gagescu 2000]. La polémique s’arréta finalement en 2010,
avec un travail, provenant de ’équipe méme ayant suggéré l’existence du cavéosome, ne montrant
aucune évidence de 'existence d’un tel compartiment et proposant, faute de preuves suffisantes,
d’abandonner le terme cavéosome [Hayer 2010].
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FIGURE 1.11 — Localisation de la dynamine au niveau du col de cavéoles dans I’endothélium in-vivo.
Immuno-marquage en microscopie électronique & transmission sur coupes ultra-fines d’endothélium
pulmonaire de rat (or colloidal 15 nm). (a-e) anticorps anti-dynamine; (f) anticorps monoclonal

controle. Echelles : 150 nm (a, b, d-f); 72 nm (c). [Oh 1998]

1.1.2.6 Endocytose clathrine et cavéole indépendantes

En complément des voies d’endocytose clathrine et cavéoline dépendantes, il existe potentielle-
ment trois voies supplémentaires [Mayor 2007] que I’on peut définir en fonction de leur régulation par
de petites GTPases : RhoA [Lamaze 2001], ARF6 [Radhakrishna 1997] et CDC42 [Sabharanjak 2002]
et de leur dépendance ou indépendance & la dynamine pour la fission membranaire. Cette classifica-
tion repose sur des expériences de mutation de ces GTPases qui peuvent affecter différents processus
cellulaires et ne représentent donc pas une preuve directe de leur réle dans ’endocytose. Néanmoins,
cette terminologie est représentative de 'influence des modifications de ces GTPases sur ’endocytose
d’un jeu de marqueurs des voies clathrines et caveoles indépendantes.

Processus dynamine-indépendant, ’endocytose CDC42 dépendante est identifiable par la mor-
phologie caractéristique de ses vésicules de transport principales dites CLICS (clathrin-independant
carriers, voir figure 1.12).

Cette voie est identifiée comme 'une des voies principales d’endocytose en phase-fluide dans les
fibroblastes. Elle jouerait également un role dans la motricité cellulaire, les processus d’adhésion
cellulaire et de réparation membranaire. Les CLICs peuvent étre polarisés lors du déplacement per-
mettant le turn-over de composants de ’adhésion cellulaire tels que Thy-1 et CD44 dans le sens de
déplacement [Howes 2010].
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FIGURE 1.12 — Morphologie 3D des CLICs en microscopie électronique. Incubation de C'TxrB-HRP
montrant la localisation des CLICs aprés congélation haute pression. a - des extensions tubulaires
(fleche) se détachent de vésicules (téte de fleche) dans une forme en anneau caractéristique des CLICs.
b - tomograme d’une coupe en microscopie électronique. Plusieurs contourages de la zone du CLICs
sont visualisés sous des angles différents et des agrandissements du tomograme sont présentés en c,
d et e. Des vésicules internes au CLICs sont visualisées par les fleches et la connexion compléte de
la structure est montrée en e. Echelles : 200 nm. [Howes 2010]

Les caractéristiques principales de ces structures sont : une scission de la membrane plasmique
dynamine-indépendante, un enrichissement en protéines ancrées GPI et une dépendance a l’activité de
ARF1 [Sabharanjak 2002] ; une sensibilité a la déplétion en cholestérol et une contribution importante
a l'internalisation de la CTxB [Kirkham 2005] et & I’endocytose en phase fluide [Howes 2010]. Ces
structures se détachent de la membrane et maturent en endosomes précoces enrichis en GPI pour
rejoindre les voies de recyclage et de dégradation [Kalia 2006].

Afin d’assurer sa fonction de barriére, ’endothélium est capable de sélectionner
les éléments nécessaires a ’alimentation des tissus sous-jacents. Un transport trans-
endothélial, sans dégradation des cargos par les cellules endothéliales, est donc néces-
saire. Ces mécanismes de transcytose sont développés dans la partie suivante.

1.1.3 Transcytose

La transcytose est le transport de macromolécules d’'une face & 'autre d’une cellule par un
systéme vésiculaire, historiquement mise en évidence pour la BSA dans I’endothélium pulmonaire
[Simionescu 1981b]. Il s’agit d’une stratégie mise en place par les organismes multi-cellulaires pour
transporter le matériel biologique entre différents environnements, sans perturbation. Les cellules ont
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d’autres stratégies pour permettre un passage sélectif de cargos de plus petites tailles au travers de
barriéres cellulaires.

Le role de la transcytose dans I’homéostasie des micro-nutriments provenant de I’alimentation
(vitamines, minéraux, et autres éléments) est marginal avec une dépendance principale vers les voies
de transport paracellulaire [Bronner 1998] et par transport passif. On citera néanmoins ici I'exception
de la vitamine B12 , utilisant en partie un transport vésiculaire clathrine dépendant pour traverser
les cellules intestinales [Russell-Jones 1998|.

La transcytose joue également un role dans le transport nécessaire aux mécanismes de réponse
immunitaire. On citera ici trois exemples : I’échantillonnage d’antigénes par les cellules épithéliales
M dans les tissus lymphoides des appareils gastro-intestinal et urogénital [Neutra 1996] ; la libération
d’'IgA dans l'estomac, aprés passage au travers de 1'épithélium digestif [Hunziker 1998|; et enfin le
transport des IgG maternels au niveau du placenta ou de l'intestin [Ghetie 1997].

1.1.3.1 Transcytose dans le systéme vasculaire in-vivo

La transcytose dans I’endothélium est la somme de différents types de transport basés pour
majorité sur les cavéoles. L’endocytose et la transcytose dans 'endothélium partagent une grande
partie des voies de transport intracellulaire.

Le transport non-spécifique va s’effectuer en phase fluide ou par des mécanismes d’absorption
a la membrane apicale. Ces procédés ont été identifiés par 1'utilisation de différents marqueurs de
la phase fluide (glycogéne, ferritine, dextran) [Simionescu 2002]. La transcytose par absorption a la
membrane apicale implique un attachement électrostatique des macro-molécules & transporter a la
membrane plasmique.
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FIGURE 1.13 — Transport trans-endothélial. Lien entre la distribution des sites anioniques au niveau
de la membrane plasmique et types de cargo pris en charge. (VC - vésicule clathrine ; LYS - lysosome ;
CAV - cavéole; TTE - tunnel trans-endothélial ; PC - puits clathrine). [Tuma 2003]
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L’interface entre le sang et ’endothélium est complexe et dynamique (voir figure 1.13). La mem-
brane plasmique en contact avec la lumiére du vaisseau sanguin est classiquement chargée néga-
tivement ce qui lui permet de repousser les cellules sanguines également chargées négativement
[Simionescu 1981c|. Les puits clathrines répartis le long de la membrane des cellules endothéliales
sont également chargés négativement. Les molécules cationiques contenues dans le plasma sanguin
auront donc une affinité supérieure pour ces micro-domaines, ce qui permettra leur endocytose vers
les voies de dégradation cellulaire [Simionescu 1981al. Les molécules anioniques, quant a elles, sont
exclues de cette voie d’endocytose et vont étre prises en charge au niveau des cavéoles ou des tunnels
trans-endothéliaux pour effectuer la transcytose. Une répartition des vésicules de transport dans la
cellule endothéliale est présentée en figure 1.14. On remarquera une grande densité de vésicules au
niveau des jonctions intracellulaires et des zones périphériques des cellules de ’endothélium.

FIGURE 1.14 — Répartition vésiculaire dans la cellule endothéliale. On séparera quatre régions
morphologiquement différentes dans ’endothélium aortic de rat : RO - régions riches en organelles ;
RJ - régions proches des jonction inter-cellulaires caractérisées par un nombre important de vésicules
et de possibles tunnels; RN - région nucléaire avec quelques organelles et RT - région affinée de la
cellule riche en vésicules permettant un transport efficace. [Ogawa 1993]

Meéme si la plupart des macro-molécules transportées dans I'endothélium sont en phase fluide,
deux des mécanismes de transport les mieux étudiés dépendent d’un récepteur : 'albumine et les
oroscomucoides. Tout commence par 1'observation directe par microscopie électronique & transmis-
sion du transport de 'accumulation dans les cavéoles et du passage trans-endothélial de I'albumine
de la lumiére du vaisseau sanguin a la face basale (voir figure 1.15). Les principales protéines se
liant & ’albumine furent par la suite identifiées (P18 et P31, des récepteurs scavengers [Ghinea 1989]
et le récepteur a lalbumine GP60 [Schnitzer 1988|). Le lien de 'albumine a GP60 active le trans-
port trans-endothélial de I’albumine par les cavéoles in-vitro et in-vivo [Vogel 2001]. Cette trans-
cytose a également été montrée comme tyrosine-kinase dépendante (par inhibition a la génistéine)
[Tiruppathi 1997].
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FIGURE 1.15 — Transcytose de la BSA conjuguée a de lor colloidal dans ’endothélium micro-
capillaire cardiaque de rat. Aprés perfusion d’une minute, on retrouve [’albumine marquée dans les
cavéoles (fleches) de U'endothélium (E) a la lumiére du vaisseau (L) et du coté basal sortant des
cavéoles (PO). Echelle : 350 nm. [Milici 1987]

1.1.3.2 Transcytose in-vitro

Les modéles de culture cellulaire in-vitro représentent des systémes avantageux pour étudier la
transcytose. L’un des principaux problémes des études de transport chez I'animal provient de la
variation entre les animaux et de la variabilité d’accés du cargo étudié a la zone d’intérét (interna-
lisation par d’autres types cellulaires, piégeage dans l'organisme a différents niveaux, dégradation
rapide). De plus les systémes in-vitro ont également I’avantage de pouvoir étre manipulés de diverses
maniéres par I'expérimentateur. Néanmoins, la perte du contexte (influence du tissu, d’autres types
cellulaires ou de signaux diverses) prive le systéme d’un niveau de régulation important ’éloignant
ainsi de la réalité physiologique.

Les cellules endothéliales vont subir un nombre important de changements aprés isolation dont,
par exemple, une augmentation de la perméabilité [Craig 1998] ou un glissement d’un phénotype
continu & un phénotype fenestré [Roberts 1995]. Les cellules endothéliales sont sensibles non seule-
ment a leffet du tissu sur leur différenciation [Lacorre 2004] mais également aux facteurs physiques
caractéristiques de 'endothélium, & savoir les forces hémodynamiques [Ando 2009].

Un modéle cellulaire in-vitro adapté a I’étude de la transcytose devrait idéalement comporter les
éléments suivants :

¢ Un substrat de culture poreux. L’utilisation de supports de culture suspendus formés d’une

membrane percée de pores de tailles variables a été montrée comme un moyen d’améliorer le
degré de différenciation des cellules épithéliales et endothéliales cultivées [Villars 1996]. La
taille des pores sélectionnés dépendra de la taille du cargo & transporter et de la capacité
des cellules & migrer au travers. Plusieurs types de membranes supportées existent dans le
commerce, chacune ayant des caractéristiques de porosité, de transparence et de traitement
divers [Hughson 1996].
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¢ Des conditions d’ensemencement assurant la polarisation des cellules et 1’organi-

sation du tapis cellulaire. L’ensemencement des cellules sur membranes supportées est de
premiére importance pour la formation d’une mono-couche dense et imperméable. La confluence
peut avoir un effet important sur I'état de différenciation des cellules.

L’intégrité de la mono-couche cellulaire. Par différentes mesures dont la résistance élec-
trique de la mono-couche cellulaire [Hughson 1996], il est également possible de déterminer la
perméabilité de la barriére [Garcia 2011|. Des études de transport paracellulaire de macromo-
lécules peuvent également étre utilisées dans ce cas.

Des conditions de culture prenant en compte I’environnement de ’endothélium.
Les approches de co-culture permettent par exemple de tenir compte des signaux issus de
I’environnement des cellules dans le tissus. Les forces hémodynamiques auxquelles sont soumises
les cellules peuvent également influer sur le développement de ’endothélium.

La barriére endothéliale séparant la phase tissulaire du vaisseau de la phase liquide

circulante du sang, contréle le transport trans-endothélial des macromolécules. Dans la

partie suivante, athérosclérose, un exemple de pathologie de I’endothélium tirant une

partie de ses causes d’un dysfonctionnement du transport trans-endothélial est étudiée.
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1.2 Pathologie de I’endothélium, ’athérosclérose

L’endothélium joue un réle primordial dans le maintien de la physiologie du vaisseau. Il est
responsable de 'homéostasie vasculaire et a une action de vasoprotection par la régulation de la va-
sodilatation, la suppression de la croissance des cellules musculaires lisses, et I'inhibition des réponses
inflammatoires.

L’athérosclérose est une maladie représentant un probléme de santé publique de premiére impor-
tance au niveau international et dont la cause initiale est un dysfonctionnement de I’endothélium.
L’athérosclérose sera tout d’abord présentée d’'un point de vue global. Les étapes majeures de la
progression de la maladie seront décrites succinctement et ’accent sera mis sur les phases initiales
de la maladie en rapport a divers facteurs de risque. Le lien sera ensuite fait entre la fonction de
transport de I'endothélium (et particuliérement la transcytose cavéole dépendante du LDL) et le dé-
clenchement de la maladie. Ces mécanismes de transport et les candidats potentiels impliqués dans
ces mécanismes seront présentés. Le lien entre contexte physiologique de 'endothélium pathologique
et déclenchement de la maladie sera enfin abordé.

1.2.1 Athérosclérose

L’athérosclérose est une association variable de remaniements de l'intima des artéres de gros et
moyen calibre, consistant en une accumulation focale de lipides, de glucides complexes, de sang et de
produits sanguins, de tissus fibreux et de dépots calciques, le tout s’accompagnant de modifications de

la média. [OMS 1958]

L’athérosclérose (du grec athere : bouillie et scleros : dur) est 'une des causes majeures des ma-
ladies cardio-vasculaires et cérébro-vasculaires actuelles, se plagant ainsi comme 'une des principales
causes de mortalité actuelle dans le monde (les complications généralement associées a 1’athérosclé-
rose se plagant aux deux premiéres places dans les causes de mortalité dans le monde).

L’endothélium, de par sa localisation & l'interface entre les tissus et le milieu sanguin, est sensible
aussi bien aux signaux généraux s’appliquant & I’ensemble de la circulation systémique qu’aux signaux
locaux (forces hémodynamiques locales par exemple). L’athérosclérose comme I’hypertension est une
maladie dont la caractéristique principale est la ré-organisation locale de I'endothélium.

Les plaques d’athérome sont des régions du systéme artériel caractérisées par un épaississement
de l'intima couplé & une accumulation anormale de lipoprotéines et en particulier de low-density
lipoproteins sous leurs formes oxydées. Ces phénomeénes s’accompagnent d’une inflammation des
tissus et de linfiltration de cellules inflammatoires dans la paroi du vaisseau. Ces plaques vont se
développer, formant de larges zones apoptotiques puis nécrotiques, recouvertes d’un fin revétement
fibreux. Ce développement va finir par causer la rupture de la plaque d’athérome qui est responsable
de la majorité des accidents vasculaires [Falk 1995].

Le déclenchement de ’athérosclérose fut historiquement attribué & la rétention massive de lipo-

protéines contenant la protéine apoB (comme le LDL) dans la paroi vasculaire [Tabas 2007| selon
I’hypothése de "réponse & la rétention".
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FIGURE 1.16 — Etapes principales du développement d’une plaque d’athérome. a - les trois couches
d’une artére élastique normale. Une mono-couche de cellules endothéliales forme le revétement ex-
térieur de la paroi; lUintima et la média contiennent des cellules musculaires lisses (CML). b -
Etapes initiales de ’athérosclérose : liaison préférentielle des leucocytes (cellules T et monocytes)
qui vont traverser ’endothélium. Différenciation des monocytes en macrophages dans l’intima. Les
macrophages vont stocker le LDL oxydé et évoluer en cellules spumeuses. ¢ - L’évolution de la lésion
dépend de la migration massive des CML dans la media et l’augmentation de la synthése des macro-
molécules de la matrice extracellulaire comme le collagéne. Cette accumulation améne a la formation
du corps fibreux au niveau de la lésion. Les macrophages et CML peuvent entrer en apoptose dans
Uintima. L’accumulation de corps lipidiques au centre de la lésion va former le centre nécrotique de
la lésion dans lequel on pourra retrouver des cristaur de cholestérol et des micro-vaisseauz. d - La
thrombose est la rupture de la plaque athérosclérotique. Les éléments assurant la coagulation sanguine
rentrent alors en contact avec Uintérieur de la plaque causant la thrombose. Celle-ci s’étend dans la
lumieére du vaisseau et peut géner le flur sanguin et se décrocher. Figure adaptée de [Libby 2011] et
[Libby 2002].
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1.2.1.1 Etapes majeures de I’athérosclérose

La figure 1.16 présente les étapes majeures du développement d’une plaque d’athérome jusqu’a
la thrombose et la potentielle réparation de la paroi du vaisseau amenant & une diminution de son
diamétre. Le panneau supérieur présente le déroulement de I’athérosclérose au niveau du vaisseau et
le panneau inférieur présente la situation au niveau de la paroi du vaisseau et les acteurs principaux.

Passage trans-endothélial des lipoprotéines. Les lipoprotéines peuvent migrer au travers de
I’endothélium sain et s’accumuler dans 1’espace sub-endothélial. La taille d’une particule de LDL
(20-30 nm) ne lui permet pas de traverser cette barriére par une voie paracellulaire en absence de
lésions (les jonctions inter-cellulaires limitent ’accessibilité a I’espace sub-cellulaire a des molécules
d’une taille comprise entre 3 et 6 nm maximum). Le seul chemin d’accés a la paroi du vaisseau pour
le LDL est donc la voie transcellulaire. La capacité du LDL & étre transporté par transcytose dans
Iendothélium artériel in-vivo a été trés tot mise en avant |Vasile 1983] et sera discutée plus en détail
dans la suite de ce chapitre.

Rétention des lipoprotéines dans la paroi du vaisseau. L’hypothése de "réponse a la ré-
tention" développée pour expliquer 'apparition de I'athérosclérose est apparue dans les années 1990
aprés des années de controverse [Steinberg 1989]. Le lien entre hypercholestérolémie et déclenchement
de 'athérosclérose est depuis bien établi. Les traitements médicamenteux existant & I'heure actuelle
se focalisent d’ailleurs, en majorité, sur la diminution des lipides circulants dans ’organisme. Il ap-
parait maintenant que le transport trans-endothélial du LDL est également influencé par plusieurs
facteurs pro-inflammatoires [Bian 2014| [Zhang 2014]. Ces facteurs pro-inflammatoires vont agir sur
le transport du LDL en stimulant I'expression de protéines impliquées dans la transcytose (cavéolines
par exemple).

Lors de leur migration, les lipoprotéines peuvent demeurer prisonniéres de protéoglycanes sé-
crétés par les cellules endothéliales au niveau de l'intima des artéres. L’apo B de ces lipoprotéines
s’associe alors aux protéoglycanes et les particules sont emprisonnées dans la paroi du vaisseau.
Cette accumulation se produit principalement & des sites privilégiés ou I'on retrouve des conditions
hémodynamiques et mécaniques particuliéres (pression et turbulences menant a I’érosion de la paroi
du vaisseau sanguin) [Jongstra-Bilen 2006]. Les LDL ainsi piégés dans 1’espace sub-endothélial vont
subir une oxydation causant leur reconnaissance par les macrophages.

La rétention & long terme des lipoprotéines dans la paroi du vaisseau, intervient par la migration
massive des monocytes au niveau de la future zone de la plaque (voir figure 1.16). La différenciation
des monocytes en macrophages va permettre I'immobilisation des lipoprotéines oxydées dans cette
zone. Les macrophages évoluant finalement en cellules spumeuses vont finir par former un coeur
lipidique amenant & ’épaississement de la paroi du vaisseau et & la formation de la plaque d’athérome.
Le développement de la plaque est donc permis par le transport sélectif des monocytes dans la paroi du
vaisseau. Les facteurs déclencheurs du développement de la plaque vont donc étre de deux origines
différentes : les facteurs favorisant l’enrichissement lipidique de la zone et les facteurs favorisant
I’arrivée des monocytes et 'immobilisation des lipoprotéines.
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Inflammation. Les cellules endothéliales peuvent étre activées par un grand nombre de stimuli
associés a des facteurs de risque de I'athérosclérose comme : 'hyperlipidémie, ’hypertension, le ta-
bagisme, 'obésité, la résistance a l'insuline ou encore I'inflammation due a des pathogénes. Cette
activation se traduit par une sur-expression de molécules d’adhésion dans I’endothélium dysfonc-
tionnant, permettant la liaison des monocytes et leur recrutement dans la paroi endothéliale. C’est
potentiellement ce dysfonctionnement de I’endothélium qui pourrait former le début de ’athérosclé-
rose [Libby 2002]. Une molécule d’adhésion des leucocytes exprimée pour la diapédése leucocytaire
est la protéine vascular cell adhesion molecule 1 VCAM-1, permettant la liaison des deux types
de leucocytes, les monocytes et les lymphocytes T, jouant un réle dans ’athérome précoce. Cette
molécule est sur-exprimée en présence de cytokines pro-inflammatoires [Collins 2001] et favorise le
déclenchement de lésions athérosclérotiques [Li 1993] [Cybulsky 2001].

Différents facteurs vont controler 'apparition de ’athérosclérose. Rétention de lipo-
protéines dans la paroi du vaisseau et inflammation sont reconnues comme ayant un réle
majeur dans le déclenchement de ’athérome. L’hypothése de "réponse a la rétention"
supporte le déclenchement de 1’athérosclérose dii a la présence massive de LDL dans la
paroi artérielle alors que I’hypothése inflammatoire défend une origine inflammatoire de
cette accumulation. Des études montrent que dans la population avant le déclenchement
de ’athérosclérose, une accumulation lipidique peut étre présente dans la paroi des vais-
seaux avant méme le début de l’infiltration par les macrophages [Nakashima 2007]. Cela
confirme I’hypothése de la réponse a la rétention du LDL comme facteur déclencheur.
Néanmoins, il est maintenant bien documenté que ’inflammation a également un roéle
dans l’accumulation des lipoprotéines dans 1’espace sub-endothélial [Zhang 2014].

Il n’y a pas ici de réponse simple a 'origine de I’athérosclérose. L’apparition de la
maladie est dépendante de la transcytose du LDL au travers de ’endothélium, méme
si d’autres paramétres vont déclencher ou amplifier ce transport ou la réponse qui va
suivre. Dans la suite, nous nous focaliserons sur les mécanismes responsables des étapes
précoces de la maladie par le transport du LDL dans la paroi vasculaire. Le lien entre
les paramétres physiques appliqués a I’endothélium et ses capacités de transport sera
ensuite exploré.

1.2.2 Phase initiale de ’athérosclérose : réle du transport des lipoprotéines

Le principal type de lipoprotéine responsable de la formation d’une plaque d’athérome est le
LDL. La figure 1.17 présente la structure générale d’une molécule de LDL. Une molécule de LDL
est composée d’'un coeur hydrophobe contenant des esters de cholestérol recouverts par une mono-
couche de phospholipides. Sa taille est d’environ 22 nm de diamétre [Firestone 1994] [Krauss 1982].
Cette structure est stabilisée par la présence d’une apolipoprotéine (ApoB100) par particule de LDL
enrobant environ la moitié de sa surface [Segrest 2001]. L”ApoB100 est insoluble, non-échangeable et
responsable de la reconnaissance des LDL par leur récepteur caractéristique (LDLr). Le LDL joue
un role important dans ’approvisionnement en cholestérol des tissus périphériques [Corbin 2006] et
la maintenance des membranes cellulaires [Brown 1979|.
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FIGURE 1.17 — Low-density lipoprotein - LDL.

Lors de la formation de la plaque d’athérome, les LDL natifs sont transportés dans la paroi arté-
rielle ou ils vont subir une oxydation [Palinski 1989]. Cette oxydation est associée avec la formation
d’un large nombre de sous-produits causant une toxicité locale et le développement de réactions
inflammatoires |[Chisolm 2000]. De plus en plus d’études mettent en avant 'impact de 1’état d’oxyda-
tion du LDL sur 'athérogéneése et ce in-vitro [Yla-Herttuala 1989] et chez I’humain [Goncalves 2009).
Il est important ici de recentrer I’étude des phénomeénes de transport au travers de I’endothélium au
LDL non-oxydé, I'étape d’oxydation ayant lieu majoritairement dans la paroi du vaisseau, et donc
aprés 'étape de transport.

1.2.2.1 Transport trans-endothélial du LDL : piste d’un transport cavéoles dépendant

La transcytose par la voie cavéole a été étudiée depuis plus de trois décades. De la méme maniére
que pour le transport de I’albumine, des expériences in-vivo ont retracé le parcours du LDL dans
Iendothélium depuis la lumiére du vaisseau jusqu’a l'espace sub-endothélial (voir figure 1.18). La
spécificité de ce transport est toujours soumise a discussion, I’absence d’un récepteur spécifique et
unique pour le transport trans-cellulaire défini et la présence d’informations divergentes, compliquant
la situation. Plusieurs candidats existent néanmoins et seront discutés plus en détail dans la section
suivante. Le transport transcellulaire du LDL dans un modéle de cellules endothéliales de la barriére
hémato-encéphalique a été suggéré comme étant susceptible a I'inhibition de la voie cavéole par des
molécules pharmaceutiques [Dehouck 1997].



26 Chapitre 1. Introduction générale

FIGURE 1.18 — Transport trans-endothélial du LDL dans l’endothélium aortique de rat a des temps
croissants (de gauche a droite) aprés perfusion (2 images par temps : 30 secondes - 5 minutes -
10 minutes). Les fleches rouges indiquent le LDL. Les images sont toutes orientées de la méme
maniére : lumiére du vaisseau (1) en haut et espace sub-cellulaire (SS) en bas. La fleche noire indique
une jonction cellulaire. Les vésicules plasmalemnales sont notées v, ’endothélium e. Figure adaptée
de [Vasile 1983]

Suivant I'exemple des travaux réalisés sur le transport de l'albumine par les cavéoles, ou, un
modeéle de souris déficientes en cavéoline 1 (cavl”/") a été utilisé pour montrer qu’en absence de
cavéoline 1, une absence des cavéoles dans I’endothélium entrainait un défaut du transport de ’albu-
mine [Schubert 2001]. Un modéle de souris cavl”/" et apoE~/" a été utilisé pour tester la dépendance
aux cavéoles du transport du LDL. La déficience en ApoE permet I'obtention de lignées de souris
prones au développement d’athéromes quand soumises a une diéte enrichie en lipoprotéines (western
diet) . La délétion génétique de la cavéoline 1 chez ces souris leur confére une protection contre le
développement d’athérome de 1'ordre de 70% chez les souris cavl”/™ apoE”/" par rapport aux souris
apoE~/- [Frank 2004]. La ré-expression de cavl dans I’endothélium de souris cavl”’/~ apoE~/~ provoque
le développement des lésions athérosclérotiques et I’entrée du LDL dans la paroi artérielle, confortant
I’hypothése d’un role potentiel des cavéoles dans le transport du LDL [Fernandez-Hernando |.

1.2.2.2 Reécepteurs potentiels impliqués dans le transport des lipoprotéines

Quelques candidats potentiels au transport du LDL au travers des cellules endothéliales sont ici
passés en revue. L’accent sera plus particuliérement mis sur le récepteur scavenger CD36, candidat
potentiel pour la reconnaissance et le transport trans-endothélial du LDL dans les cavéoles (axe de
recherche développé au laboratoire).

Récepteur au LDL LDLr. Les mécanismes d’endocytose du LDL natif par le récepteur au LDL,
LDLr par Goldstein et Brown leur a valu le prix nobel en 1985. Jouant un réle dans I’homéostasie du
LDL, le LDLr, localisé dans les puits clathrine va permettre I’endocytose du LDL et sa direction vers
les voies de dégradation. Le LDLr sera ensuite recyclé & la membrane plasmique. Dans ce mécanisme,
les LDL sont complétement dégradés dans les lysosomes [Brown 1986].

LOX-1. Membre de la famille des lectines de type C, ce récepteur présent dans les cellules
endothéliales est documenté pour pouvoir prendre en charge les formes oxydées et acétylées du
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LDL [Moriwaki 1998]. Il est sur-exprimé en présence de LDL oxydé mais pas en présence de
LDL natif [Mehta 1998]; il est également sur-exprimé en présence de stress de cisaillement in-vitro
[Murase 1998]. Sa spécificité pour les formes oxydées du LDL en fait ici un candidat peu probable
pour le transport du LDL natif (oxydation du LDL intervenant majoritairement aprés le passage
de la barriére endothéliale).

Récepteur scavenger CD36. Récepteur scavenger de classe B, CD36 est documenté comme
pouvant se lier aux formes natives du LDL, du VLDL et du HDL [Calvo 1998| mais également aux
formes acétylées et oxydées du LDL [Knowles 1984].

CD36 est une glyco-protéine trans-membranaire présente dans différents types cellulaires (mo-
nocytes, macrophages, endothélium vasculaire, adipocytes et plaquettes) de 88 kDa. Les travaux de
Lisanti sur les modeéles de souris cavl”~ apoE”/" ont également montré un impact de la délétion
génétique de cavl sur 'expression de CD36. CD36 en collaboration avec la cavéoline 1 a été suggéré
comme un candidat potentiel pour le transport de lipoprotéines dans I'endothélium [Frank 2008|.
L’ablation génétique de CD36 dans un modéle murin a par exemple évité I'impact négatif d’une
diéte riche en cholestérol sur des souris apoE”~ [Kincer 2002]. Le traitement de souris apoE~/~ par un
ligand du CD36 en présence d’une diéte pro-athérosclérotique a également permis une diminution de
la taille des lésions observées de 'ordre de 50% [Marleau 2005]. Plusieurs études ont également mis
en avant un potentiel role de CD36 dans I’endothélium dans la régulation de la pression sanguine via
la sécrétion d’oxydes nitriques.

Le role de CD36 dans l'athérosclérose est multiple, il a été initialement identifié comme 'un
des récepteurs scavengers mis en jeu dans l’endocytose du LDL oxydé dans les macrophages
[Endemann 1993]. CD36 contribue pour une part de 60-70% dans 1’accumulation des esters de cho-
lestérol dans les macrophages exposés a du LDL oxydé [Febbraio 2000]. En plus de ce role dans
I’endocytose du LDL oxydé dans les macrophages, la liaison de différents ligands & CD36 a été rap-
portée comme déclenchant une cascade de signalisation amenant a la génération de cytokines pro-
inflammatoires retrouvées également dans les tissus athérosclérotiques [Moore 2006]. Enfin, CD36 a
également été rapporté comme étant I'un des récepteurs principaux permettant le lien des plaquettes
au LDL oxydé, jouant ainsi un role dans la création de la thrombose [Podrez 2007].

1.2.3 Contexte physiologique de ’endothélium pathologique

L’un des facteurs définissant les zones sensibles au développement de lésions athérosclérotiques
est 'intensité et la régularité du stress de cisaillement appliqué par les forces hémodynamiques sur
I’endothélium. L’hétérogénéité de I’endothélium est en partie fonction des stimuli bio-mécaniques pro-
venant de I’environnement sanguin [Garcia-Cardena 2006]. Les contraintes de cisaillements subies par
I’endothélium peuvent étre séparées en deux groupes : les forces de cisaillement pro-athérosclérotiques
et les formes anti-atérosclérotiques.

1.2.3.1 Forces hémodynamiques : contraintes de cisaillement

Les contraintes de cisaillement subies par I'endothélium sont des forces tangentielles aux vaisseaux
dues a la friction du sang sur la surface des cellules endothéliales de la paroi artérielle (voir figure
1.19). Ces contraintes sont exprimées en unité de force par cm?, la plupart du temps en dynes. La
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direction et 'intensité des forces de cisaillement sont directement déterminées par les différents flux
sanguins s’entremélant dans le vaisseau. Le flux sanguin peut ainsi étre laminaire et homogéne ou
hétérogéne. Un flux hétérogene sera caractérisé par des zones d’inversion et de tourbillons, voir de
séparation en de multiples sous-courants et des contraintes de cisaillement plus faibles (voir figure
1.19).

a - Flux laminaire régulier

b - Flux lent et
oscillatoire

- multi-directionnel
-10-15 dyn/cm?

h

b - Flux laminaire irrégulier a - Flux modéré
physiologique
- mono-directionnel

o " 2
LT Coupe transversale

Recirculation

Flux sanguin

FIGURE 1.19 — Organisation du flux dans les vaisseauz sanguins. Relation entre localisation dans le
vaisseau, intensité du flux et contraintes de cisaillement appliquées sur l’endothélium. Figure adaptée
de [Chatzizisis 2007].

Les contraintes de cisaillement appliquées & I’endothélium sont dynamiques et variables, chan-
geant de direction et d’intensité en fonction de la géométrie des vaisseaux. Ces contraintes peuvent
prendre des valeurs variables allant d’intensités de stress faibles & des intensités fortes selon la lo-
calisation du tissu dans 'arborescence vasculaire [Cheng 2007]. Méme au sein d’une zone fixe de
I'endothélium, leffet de facteurs locaux et globaux (par exemple une hypercholestérolémie) peut
entrainer une variation de la répartition des forces hémodynamiques.

1.2.3.2 Contraintes hémodynamiques et phases initiales de ’athérosclérose

Comme décrit précédemment, la topographie de la région de 'arbre vasculaire va conditionner
I’apparition de lésions athérosclérotiques. Dans les régions droites, ’endothélium va étre soumis a
des forces hémodynamiques réguliéres appliquant un stress de cisaillement de forte intensité et dé-
pourvu de turbulences. Leurs cellules expriment alors différents génes athéro-protecteurs et diminuent
I'expression des génes pro-athérosclérotiques [Chatzizisis 2007]. A contrario, dans les zones de bifur-
cation, caractérisées par de faibles intensités de stress de cisaillement multi-directionnel, les génes
athéro-protecteurs vont étre sous-exprimés, alors que les génes pro-athérosclérotiques vont étre sur-
exprimés. Les cellules endothéliales sont donc capables de sentir I'intensité locale de la contrainte de
cisaillement qui leur est appliquée via les mécano-récepteurs situés a leurs surfaces |[Traub 1998].
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Les faibles contraintes de cisaillement dans les zones sensibles a ’athérosclérose induisent ainsi di-
vers dysfonctionnements de l’endothélium : réduction de la sécrétion d’oxyde nitrique |Ziegler 1998],
induction de l’apoptose cellulaire [Tricot 2000], induction de changements conformationnels dans les
cellules endothéliales [Malek 1999], induction de 'accumulation sub-endothéliale du LDL [Liu 2002],
augmentation de ’oxydation locale du LDL par induction de la production d’espéces réactives a 1’oxy-
géne par 'endothélium [McNally 2003], sur-expression de divers molécules d’adhésion des monocytes
et génération de cytokines pro-inflammatoires [Orr 2005].

L’étude des mécanismes moléculaires de transcytose du LDL dans I’endothélium hu-
main nécessite la mise au point d’approches in-vitro. L’apparition d’outils commerciaux
pour le développement de modéles cellulaires dans des conditions tenant compte des
facteurs liés a ’environnement cellulaire, laisse entrevoir d’importants progrés dans les
années a venir. L’étude des phénoménes de transports passe également dans la simplifi-
cation des objets transportés. Ainsi, I’observation a 1’échelle nanométrique du transport
du LDL pose un certain nombre de problémes (controle de 1’état d’oxydation, visua-
lisation en MET des LDL, mise au point de protocoles spécialement développés pour
tenir compte des spécificités de ’endothélium etc.). Le passage par une étape d’étude
de phénoménes de transport semblables d’objets simplifiés, facilement manipulables et
dont on maitrise plus facilement les caractéristiques physico-chimique est nécessaire. Le
secteur des nano-technologies nous livre actuellement des objets de tailles et de carac-
téristiques proches des LDL, formant un modéle d’étude idéal pour la mise au point des
outils cellulaires et techniques qui nous permettront d’étudier par la suite la transcytose
de particules biologiques telles que les LDL.
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1.3 NPs synthétiques, interactions cellulaires complexes

Cette section porte sur la définition des concepts liés aux NPs et leurs applications en biologie
et notamment en nanomédecine. Un inventaire non-exhaustif des applications des NPs y sera donné
ainsi que les principales problématiques liées & leur utilisation in-vivo. Cela aménera & la problé-
matique principale de cette étude, & savoir les interactions entre NPs (et plus particuliérement la
sous-famille des NPs de silice) et cellules en terme de transport et d’internalisation. Un état de I'art
sur les connaissances des interaction cellulaires des NPs de silice avec les barriéres biologiques in-
vitro sera dressé en partant des modéles les plus simples. L’impact toxique de ces NPs sera également
succinctement exploré dans ces systémes.

1.3.1 NPs et nano-médecine
1.3.1.1 Définitions

Les nanomatériaux sont des matériaux possédant au moins une dimension et/ou une structure
interne de taille nanométrique. L’échelle de taille nanométrique est usuellement admise comme infé-
rieure ou égale & 100 nm. La Commission Furopéenne a publié une recommandation sur la définition
des nanomatériaux en 2011 formulée de la maniére suivante :

Les "nanomatériauz” sont des matériaux naturels, accidentels ou manufacturés contenant des
particules libres, agrégées ou agglomérées dont, 50 % ou plus des particules en nombre possédent une
ou plusieurs dimensions dans l’échelle de taille de 1 a 100 nm.

Recommandation de la Commission Européenne du 18 Octobre 2011 - [Bleeker 2013|

Parmi les nanomatériaux on va pouvoir retrouver les nanoparticules (NPs), présentant deux
dimensions & 1’échelle nanométrique. Ces nanoparticules pourront étre issues des nanotechnologies,
c’est a dire des techniques permettant la conception, la production et I’exploitation de systémes de
tailles nanométriques, mais également issues de l'activité humaine (polluants) et naturelle (particules
volcaniques).

La compréhension des risques induits par les nanomatériaux est 'un des moteurs actuels de la
recherche sur ces structures comme en témoigne l'intérét de la Commission Européenne sur cette
question. Ces matériaux font néanmoins 'objet, depuis des années déja, de 'intérét de la commu-
nauté scientifique et industrielle. Les propriétés physiques et chimiques de surface des nanomatériaux
différent largement de celles des matériaux correspondant & 1’échelle supérieure ce qui présente un
intérét majeur pour un grand nombre d’applications, notamment en biologie et en médecine.

1.3.1.2 Principales caractéristiques des NPs

Les caractéristiques des NPs découlent de leur caractére nanométrique, de leur composition chi-
mique et de leur préparation. Elles peuvent exister sous différentes formes :

o Aérosol. Dispersées sous forme liquide ou solide en phase gazeuse.

¢ En suspension. Sous forme solide, dispersées en phase liquide.

¢ En émulsion. Sous forme liquide, dispersées en phase liquide.
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Nous nous focaliserons ici sur I’étude des NPs en suspension. En effet, I’étude de l'interaction
entre NPs et systémes biologiques se fera principalement dans un milieu physiologique en voie liquide.
De plus, les NPs interagissant avec des systémes biologiques sont majoritairement de type solide.

Les principales propriétés physiques des NPs découlent de leur faible rapport masse/taille et de
leur surface spécifique (rapport surface/ masse) trés importante. Le faible rapport masse/taille des
NPs leur confére une probabilité de rencontre et de collision entre elles ou avec d’autres entités assez
élevée, de par leurs mouvements browniens importants. De par leur masse infime, elles sont également
trés peu sensibles aux effets de la gravité par rapport a des particules de tailles micrométriques.

Leur surface spécifique importante leur fournit, quant & elle, des propriétés physiques et chi-
miques plus proches de celles d’une surface que d’'un matériau. Plus la taille des NPs va diminuer et
plus la surface d’interaction avec son environnement va augmenter. Dans ces conditions, les forces
attractives de Van der Walls s’exercant entre NPs ne sont plus négligeables et peuvent méme avoir
une contribution plus importante que la gravité. De par I'existence de ces forces attractives et en
I’absence d’autres forces, la tendance générale des NPs est & I'agrégation.

La stabilisation de ces objets également appelés colloides peut étre réalisée de différentes ma-
niéres : par répulsion électrostatique des NPs (théorie DLVO [Derjaguin 1941] [Verwey 1948]) ou par
stabilisation stérique [Napper 1977| (recouvrement par un polymeére par exemple). Le recouvrement
des NPs va également pouvoir leur conférer de nouvelles caractéristiques (reconnaissance active par
l'organisme par exemple).

1.3.1.3 Apparition des nanomédecines

Le développement récent des nanotechnologies a permis I’extension de leur application & la méde-
cine. Les nanomatériaux, dont font partie les NPs, commencent & trouver une place dans le diagnostic,
le suivi, le contréle et le traitement de problémes biologiques. Ce type d’applications a été nommé
"nanomédecine" par les autorités sanitaires et gouvernementales internationales dans le courant de
la derniére décennie [Boisseau 2011].

Les débuts de la nanomédecine prennent racine dans les années 1950, en Allemagne, avec I'idée
originale de Paul Ehrlich d’utiliser les nano-objets comme vecteurs pour le transport de drogues dans
I'espoir d’améliorer la spécificité des traitements [Kreuter 2007|. Les premiers travaux menés dans ce
domaine par Peter Paul Speiser visaient, au début, a mettre au point des nano-transporteurs pour
les traitements oraux et aboutirent finalement aux premiers modéles de nanoparticules circulantes
pour la vectorisation de drogues et la vaccination [Birrenbach 1976]. Prés de quarante ans aprés ces
travaux, les premiéres nanoparticules commerciales vecteurs de drogues apparurent sur le commerce
(Abraxane™ - 2005).

Cette évolution s’explique par la nouveauté apportée par les NPs et leur capacités potentielles
d’adressage et de passage au travers des barriéres biologiques. Dans la suite de ce document, un panel
récent d’applications des nanomatériaux en biologie allant de la vectorisation de drogues dans des
problématiques pathologiques & la mise en place d’outils de bio-imagerie pour le suivi de mécanismes
cellulaires complexes sera présenté. L’accent sur des travaux portant sur la capacité des NPs a
interagir, pénétrer et potentiellement traverser les barriéres biologiques et notamment ’endothélium,
sera ensuite développé. Le devenir & long terme et 'impact toxique des NPs sur l'environnement
physiologique seront également abordés.
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1.3.2 Applications des NPs en biologie

En plus des caractéristiques découlant de leur faible taille décrite dans la partie précédente, les
caractéristiques optiques et magnétiques des nanomatériaux sont de premiers intéréts pour la biologie.
Une liste non-exhaustive des applications des nanomatériaux en biologie est donnée ci-dessous.

Différents types de NPs synthétiques sont présentés en figure 1.20 et dans la table 1.2. Les NPs uti-
lisées dans les approches biologiques peuvent étre synthétiques ou organiques, chaque type possédant
ses avantages pour certaines applications. Les NPs métalliques vont par exemple posséder des pro-
priétés optiques et magnétiques utilisables pour la bio-imagerie (marqueurs biologiques fluorescents
[Wolcott 2006], agents de contrastes pour 'imagerie de résonance magnétique [Weissleder 1990]);
mais également des applications dans les domaines thérapeutiques et notamment dans le traite-
ment de tumeurs par hyperthermie |Guardia 2014|. Leurs propriétés magnétiques sont également
couramment utilisées dans les approches de purification et de séparation de molécules biologiques
[Molday 1982].

Les NPs organiques possédent, quant a elles, de bonnes capacités de dégradation dans ’organisme
et une toxicité potentielle moindre. Leurs applications principales vont aller de vectorisation dans
le cadre de traitements médicamenteux ou de thérapie génique [Mah 2000] & des applications de
bio-imagerie, en passant par de I'ingénierie tissulaire [Antunes 2014].

(a)

FIGURE 1.20 — Exemples de NPs. a - NPs organiques. De gauche a droite : liposomes, dendrimeres
et nanotubes de carbone. b - NPs synthétiques. De gauche a droite : quantum dots, NPs magnétiques,
NPs d’or. [Sanvicens 2008]

1.3.2.1 Interactions entre biomolécules et NPs

L’accrochage de biomolécules en surface de NPs de tailles et de compositions variables (voir figure
1.2) ouvre de nombreuses possibilités pour le controle de processus cellulaires et extra-cellulaires
dans des applications telles que la vectorisation ou I'imagerie. La NP est une plateforme adaptable
permettant le développement d’outils modulables basés sur 'interaction avec les biomolécules telles
que les protéines ou ’ADN. Ces approches sont majoritairement réservées a des particules de type
meétallique (Au, ZnS et CdS).
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Type de nanoparticules Applications | Exemples de cibles Caractéristiques
Excellentes propriétés de
Liposomes Vectorisation Cancer, vaccination circulation, pénétration et
Organiques diffusion
. SIDA ,cancer, Constructions chimiques
. Vectorisation .
Dendrimeéres L. ophtalmologie et modulables,
Thérapie . . .
inflammation échafaudage
. . Bio-compatibles par
Diagnostic . . . . .
Nanotubes o . Fonction respiratoire, modification de surface,
Bio-imagerie ) .
de carbone Théranic sondes AFM échafaudage, résistance et
P propriétés électriques
Diagnostic . Fluorescence,
Quantum dots o . Bio-marqueurs
Bio-imagerie photostables
) Diagnostic SIDA, Stabilité, absorption optique,
Synthétiques . .g . . . P ptiq
Or Bio-imagerie bio-marqueurs, plasmonique, fluorescence
Thérapie cancer et bio-compatibilité
Diagnostic
e . .g . Cancer, maladies Excellents agents de
Magnétiques Bio-imagerie . . . .
. cardio-vasculaires contraste, bio-compatibles,
Thérapie
. . P iétés diverses
Autres Diagnostic . I‘O.pI‘le e 1Yerbes
. . .o . Bio-marqueurs (catalytiques, luminescence,
meétalliques Bio-imagerie .y
photo-stabilité...)
Diagnostic . . .
. . .g . Bio-marqueurs, Bio-compatibles par
Silice Bio-imagerie . .
e cancer modification de surface
Thérapie

TABLE 1.2 — Exemples d’utilisation de NPs en nanomédecine et en biologie

Ces interactions se basent sur différentes approches allant de la liaison covalente directe a des
interactions non-covalentes entre NPs et biomolécules. L’adsorption chimique de la biomolécule sur
la NPs peut se faire par exemple par accrochage direct des résidus cystéines présents en surface
des protéines (albumine) [Naka 2003] ou par utilisation du réactif de Traut [Ghosh 1990]. II est
également possible de rajouter un ligand entre la NP et la biomolécule d’intérét via des stratégies
de couplages traditionnelles comme 'amidation et l'estérification [Wang 2003]. Les assemblages non-
covalents, via liaisons électrostatiques, représentent une plateforme hautement modulaire pour I’étude
des assemblages d’ADN et de leurs mécanismes d’interaction a différents ligands [Lakowicz 2000].

En s’appuyant sur les propriétés intrinséques des NPs, il est possible de développer des outils
avancés pour la biologie, la bio-imagerie et la détection pour le diagnostic. Mais ces objets peuvent
également étre utilisés pour la manipulation de substrats biologiques & trés faibles concentrations
(exemple de tri de protéines recombinantes marquées par une étiquette poly-histidine dans de trés
faibles volumes de travail) [Abad 2005].

1.3.2.2 Biodétection, diagnostic et bio-imagerie

Les NPs issues des derniéres avancées en biotechnologie laissent entrevoir un futur prometteur
pour la détection précoce des maladies et des dysfonctionnements cellulaires. Prenons ici 'exemple
d’un probléme de santé publique répandu, le cancer du sein. La détection par mammographie est une
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technique répandue en raison de sa facilité de mise en place a 1’échelle d’une population. Néanmoins,
elle ne permet de détecter le cancer du sein chez les personnes asymptomatiques, qu’avec une efficacité
variant entre 80 et 90% des cas. Le second désavantage de cette technique est l'impossibilité de
détecter un cancer en dessous d’une certaine masse ou densité critique de la tumeur.

La seconde possibilité pour la détection d’un cancer est la visualisation directe de la présence de
cellules cancéreuses. Pour se faire des marqueurs circulants de la présence du cancer pourraient par
exemple étre identifiés dans I'organisme [Corchero 2009]. L’avénement des outils nanotechnologiques
fournit des méthodes de détection rapides et efficaces qui permettent la diminution de la période
séparant ’apparition du traitement et augmentent de par la méme l'efficacité du traitement. Des NPs
paramagnétiques d’oxyde de fer ont déja été utilisées pour la détection de tumeurs non-palpables
dans le cadre d’opérations chirurgicales [Ahmed 2013].

1.3.2.3 Vectorisation et approches thérapeutiques

L’avenir des nanomédecines dans le domaine de la vectorisation de drogues et de génes pour
la thérapie génique passe actuellement par le développement de nouvelles nano-constructions mul-
tifonctionnelles mélant les approches de bio-imagerie et de thérapie. Ces constructions complexes
permettent ainsi un fin controle de leur action. On citera ici I'exemple de nano-cristaux magnétiques
pour 'IRM combinés a des anticorps thérapeutiques pour une délivrance contrélée et a4 une molé-
cule pharmaceutique (chimiothérapie), dans une construction unique [Yang 2007|. Des constructions
permettant 'adressage dans des tumeurs de siRNA thérapeutiques et dans le méme temps une lo-
calisation par IRM et par fluorescence doublés d’une pénétration facilitée dans le cytoplasme ont
également été développées pour des applications in-vivo [Medarova 2007|. Méme si elles représentent
un espoir pour des traitements ciblés et efficaces, ces nano-constructions, se heurtent toujours a de
nombreuses difficultés d’application in-vivo.

1.3.2.4 Problémes principaux des approches in-vivo

Un nombre important de problémes restent a résoudre pour permettre 'utilisation des systémes
basés sur les nanomatériaux in-vivo. On citera ici les problémes d’opsonisation ("pollution" de la
surface des NPs circulant dans ’organisme par adsorption de protéines non spécifiques a leur surface)
[Owens I1I 2006], la rétention par le systéme réticuloendothélial (le foie et la rate par exemple)
[Jain 2001], la faible capacité de pénétration dans les tumeurs solides [Dreher 2006] et le devenir a
long terme des NPs dans l'organisme [Stern 2008].

Opsonisation des NPs et phagocytose. Le recouvrement des NPs par les protéines endogénes &
Porganisme va augmenter leur visibilité aupreés des cellules phagocytaires (monocytes, macrophages,
neutrophiles et cellules dendritiques). En fonction des propriétés de surface de la particule telles
que la charge ou ’hydrophobicité, celle-ci va étre recouverte d’une couronne protéique en quelques
minutes aprés exposition au sang [Cedervall 2007] (voir figure 1.21). La présence de cette couronne va
alors étre reconnue par les cellules phagocytaires de maniére spécifique ou non. S’en suivra la liaison
puis la phagocytose de la particule qui rejoindra les phagosomes et les voies de dégradation cellulaire
[Frank 1991]. La conclusion de ce phénoméne améne a I’élimination rapide des NPs de I'organisme
par les systémes phagocytaires mononucléaires et polymorphonucléaires.
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La solution pour contourner ce probléme peut étre, par exemple, de créer des NPs présentant des
propriétés de surface ne permettant par ’adhérence des protéines opsonines. Il existe ici différentes
méthodes. La premiére consiste a diminuer le diamétre hydrodynamique des NPs (les interactions
non-spécifiques entre les NPs et les protéines sanguines deviennent négligeables pour des diamétres
hydrodynamiques de l'ordre de 4-8 nm) [Smith 2008]. La seconde consiste a utiliser des NPs dont
la charge de surface est proche de la neutralité, ces NPs affichant une vitesse d’opsonisation plus

lente que des NPs chargées [Roser 1998|. Et enfin, il est toujours possible de modifier la surface des
NPs par des groupes bloquant les interactions électrostatiques et hydrophobes (dextrans, PEGs...)
|Gref 1994].

FIGURE 1.21 — Opsonisation protéique des NPs. a - représentation schématique des scénarios
d’échanges et d’interactions envisageables a la membrane plasmique. b-c¢ - représentation schématique
des complexes entre NPs et protéines plasmatiques : le coeur de la NP est entouré d’une couronne
protéique composée de deux feuillets : un feuillet extérieur de protéines en échange constant avec les
protéines du milieu (b, fleches rouges) et une couronne protéique stable entourant le coeur de la NP

(c). [Walczyk 2010]

Rétention par le systéme réticuloendothélial. Les NPs circulantes sont piégées dans le sys-
téme réticuloendothélial par les nombreuses cellules phagocytaires qui le composent. Les NPs hy-
drophobes vont avoir tendance & l'accumulation dans le foie puis dans la rate et les poumons
[Brannon-Peppas 2012|. Les nanoparticules hydrophiles et de taille inférieure & 35 nm sont par contre
beaucoup moins stockées par le foie et la rate. Les travaux de Li et Huang présente un type de NPs
lipidiques PEG capable d’éviter en partie le systéme réticuloendothélial, permettant une meilleure
deélivrance des NPs au niveau des tumeurs [Li 2009]. Cette stratégie se base sur la modification de
surface des NPs afin de les rendre "invisibles" pour 'organisme.

Délivrance et pénétration dans la zone d’intérét. Dans ’exemple des tumeurs, la pénétration
des NPs au dela des premiéres couches de cellules endothéliales vasculaires est un challenge important.
La pénétration des NPs dans les tumeurs solides est basée sur deux mécanismes principaux.

Le premier est I’accumulation au niveau du site de la tumeur par des mécanismes passifs. L’aug-
mentation de la perméabilité de I'endothélium au niveau des tumeurs va permettre la "fuite" des
NPs par transport paracellulaire et leur rétention. Il est connu que les tumeurs possédent une vascu-
larisation prompte aux fuites et un systéme lymphatique déficient ne permettant pas une élimination
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efficace des NPs. La conséquence est que plus longtemps les NPs vont étre circulantes dans 'orga-
nisme et plus I'accumulation au niveau du site de la tumeur va étre important par rapport aux autres
tissus [Matsumura 1986].

Le second se base sur des processus actifs de reconnaissance des NPs largement discutés dans les
parties précédentes. Néanmoins, de nombreuses études s’opposent sur le sujet [Pirollo 2008]. Certaines
montrant un effet limité de la fonctionnalisation des NPs sur leur accumulation au niveau des tissus
cancéreux [Bartlett 2007] ; alors que d’autres mettent en avant une augmentation de I'internalisation
cellulaire et de l’accumulation dans les tumeurs [Dass 2006]. Ces différences sont explicables par les
différences méme entre les NPs utilisées, les modifications de surface apportées, les cibles de liaison
visées et les types de tumeurs étudiées. Il est important de noter que la fonctionnalisation des NPs
n’a probablement qu’un impact léger sur leur répartition au niveau de l’organisme mais que son role
va se jouer au niveau cellulaire dans la tumeur [Kirpotin 2006].

L’amélioration de ces étapes d’accumulation spécifique nécessite maintenant d’ajouter une strate
de complexité supplémentaire. Il est important de développer des NPs capables non seulement d’éviter
au maximum le piégeage systématique dans I'organisme, mais également capables d’accéder en pro-
fondeur aux tissus cibles. Cette tache va nécessiter 'utilisation par les NPs de mécanismes cellulaires
actifs tels que la transcytose (par exemple par la voie cavéole dépendante [Oh 2007]) et endocytose
récepteurs dépendante pour franchir les barriéres biologiques telles que la barriére endothéliale.

Toxicité des NPs. Les mémes propriétés qui conférent aux NPs leurs caractéristiques d’intéréts
pour les nanomédecines sont également en partie responsables de leurs effets néfastes pour la santé.
Plusieurs études rapportent une relation inverse entre tailles, concentrations et toxicité [Zhang 2007].
Cet effet toxique taille dépendant est reporté pour une grande majorité des NPs et ce, quelque soit
leur composition. Comme décrit précédemment, de nombreux paramétres vont, une fois de plus influer
sur la toxicité cellulaire des NPs (couronne protéique [Connor 2005], composition [Nel 2006], taille
[Lovric 2005a], forme [Malugin 2010], mais également agrégation et concentration [Zhang 2007]). Les
risques liés a I'exposition aux NPs sont encore mal définis. Par exemple, il a été suggéré que les NPs
pourraient induire la mort cellulaire via la destruction de la membrane plasmique, de la mitochondrie
et du noyau [Lovric 2005b]. Un grand nombre d’études montre un lien entre une augmentation de la
génération des espéces réactives a l'oxygeéne (ROS) dans les cellules traitées avec certains types de
NPs [Lovric 2005b]| [Sayes 2005]. L’effet cyto-toxique des NPs de silice est détaillé sur la figure 1.22.

L’avénement des NPs comme outils de détection et de thérapie pose de nouvelles
questions : comment les rendre suffisamment spécifiques et durables tout en limitant
leur toxicité? Cette question implique 1’étude approfondie au niveau moléculaire de
leurs interactions avec la cellule et de leurs capacités de transport.
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FIGURE 1.22 — Schéma des principauz dysfonctionnements cellulaires induits par les NPs. a - en-
docytose active des NPs [Chung 2007]; b - entrée des NPs par destruction de la membrane plasmique,
phénomene observé pour des NPs de faible taille, perturbation des canauz calciques [Corbalan 2012] et
de la fluidité membranaire [Yang 2009/ ; ¢ - échappement endosomal pouvant amener a la libération de
NPs dans le cytoplasme [Faklaris 2009]; d - accumulation dans les lysosomes et potentielle dégrada-
tion pouvant entrainer un effet toxique [He 2009/ ; e - localisation intra-mitochondriale de NPs, toxi-
cité mitochondriale [Pandey 2013] et impact sur la chaine respiratoire [Tao 2008]; f - entrée de NPs
dans le noyau pouvant perturber l’activité locale et induire de la génotoxicité [Chen 2005]; g - géno-
toxicité induite par des dommages oxydatifs sur ’ADN [Gerloff 2009/, perturbation de la mitose pour
des concentrations en NPs infra-toziques [Gonzalez 2010] ; h - nécrose cellulaire [Napierska 2009] ; i -
apoptose taille dépendante liée a la génération d’espéces réactives a l'oxygéne [Ye 2010]; 3 - réponses
pro-inflammatoires [Srivastava 2012]; k - génération d’espéces réactives & l'oxygéne [Park 2009/ ;
l - augmentation de 'expression de cytokines suite & lexposition de NPs [Kermanizadeh 2011],
induction de mécanismes pro-inflammatoires dans de nombreuz types cellulaires [Horie 2013].
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1.3.3 NPs de silice et barriéres cellulaires

Comme décrit dans la partie précédente, I'un des problémes principaux dans la compréhension
des interactions entre les NPs et les structures biologiques se situe & 1’échelle de taille des NPs. Que le
cadre biologique soit dans un but de thérapie, de développement de nouveaux nano-outils ou encore
plus largement de compréhension des risques toxicologiques des NPs, I’étude des interactions NPs -
cellules doit commencer au niveau moléculaire. Dans cette partie nous évoquerons le comportement
de NPs au niveau de la cellule in-vitro. En raison de la quantité importante de données portant sur
les NPs, il a été choisi de restreindre ’étude aux NPs de silice.

L’étude de ces processus commence avec un modéle simplifié au maximum : 'interaction entre
nano-objets et membranes lipidiques modéles. Nous nous focaliserons par la suite sur le transport
cellulaire des NPs de silice et ce plus particuliérement dans la barriére endothéliale.

1.3.3.1 Interactions de NPs avec des membranes modéles

La mise en évidence de transport de NPs dans des cellules ne possédant pas la capacité d’endo-
cytose active telles que les érythrocytes (voir figure 1.24) pose la question de la capacité des NPs
& franchir les membranes plasmiques de maniére passive. Néanmoins 1’étude du transport trans-
membranaire de NPs d’or sur des liposomes modélisant la membrane plasmique a montré qu’en ’ab-
sence d’interaction entre les particules et la membrane aucune diffusion n’était possible [Banerji 2007].
L’étude de 'adhésion de NPs colloidales sur des vésicules géantes par interactions électrostatiques a
mis en avant un enrobage des NPs par la membrane lipidique. Cet enrobage ne se limitait pas aux
zones de contact entre vésicule et membrane lipidique, mais s’étendait sur 'ensemble de la vésicule
[Fery 2003]. D’aprés différents modeéles théoriques, ce processus d’enrobage est possible dans le cas
d’une vésicule de taille importante par rapport a la particule [Deserno 2002|. Malgré '’enrobage des
particules, une compléte pénétration n’est possible qu’en présence d’un mécanisme permettant la
fission entre la particule enrobée et la vésicule d’enrobage [Smith 2007].

FIGURE 1.23 — Internalisation de NPs d’or dans des cellules démunies de voies d’endocytose actives.
a - Exemple des érythrocytes; b - Aggrandissement du cadre noir en a. [Rothen-Rutishauser 2006/
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Les interactions entre membranes lipidiques et NPs ont également été étudiées par déposition
de vésicules lipidiques sur des NPs de silice au laboratoire. Cette approche a permis de montrer
que les bicouches lipidiques recouvrent complétement les NPs et ce peu importe leur topographie
[Mornet 2005]. L’é¢tude de l'interaction de NPs de silice avec de larges liposomes uni-lamellaires
par cryo-tomographie électronique montre bien une internalisation compléte des particules dans les
liposomes pour des tailles de NPs supérieures a 15 nm (voir figure 1.24).

FIGURE 1.24 — Internalisation de NPs de silice dans de larges liposomes uni-lamellaires. 1 - Iso-
surfaces et coupes du tomogrames correspondantes (A-B; C-D) montrant l’architecture de particules

de silice (jaune) enrobées partiellement (A-B) et entiérement (C-D) par le liposome (bleu). Présence
de petits liposomes dans la vésicule (rouge). Echelle : 50 nm. 2 - Lien entre tailles des NPs et in-
ternalisation : A - 190 nm; B - 65 nm; C-D - 30 nm; E-F - 15 nm. Les NPs de 15 nm restent
attachées a la surface extérieure du liposome. Echelle : 50nm. [Le Bihan 2009]

En conclusion, les NPs d’une taille importante, une fois entrées en interaction
avec des membranes lipidiques modéles, sont capables de les traverser spontanément.
Quelques travaux renforcent cette information en montrant une localisation intracel-
lulaire des NPs dans des types cellulaires dépourvus de processus actifs d’endocytose.
Cependant, la capacité des NPs a traverser les membranes pour se retrouver dans le
cytoplasme reste peu documentée.
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1.3.3.2 Transport cellulaire de nanoparticules de silice

L’internalisation et le transport de NPs de silice ont été étudiés dans différents types cellulaires.
La plupart des études se focalisent sur la localisation intracellulaire des NPs par 1'utilisation d’ou-
tils permettant leur visualisation directe ou indirecte. La microscopie électronique & transmission
est le premier de ces outils. La capacité de visualiser directement, a 1’échelle nanométrique, les NPs
dans le milieu cellulaire, permet une identification rapide de leur localisation, et ce, sur des critéres
morphologiques. Le développement de NPs possédant des propriétés optiques, telles que la fluores-
cence, permet également le suivi de I'internalisation par diverses méthodes de microscopie optique a
fluorescence et de cytométrie en flux.

Le développement d’approches multi-modales pour 1’étude des mécanismes d’interaction NPs-
cellules est nécessaire de par les limitations de chacune de ces techniques d’observation. La microscopie
électronique par exemple, méme si elle permet une observation directe et résolutive des NPs requiert
des étapes de préparation, potentiellement perturbantes pour 1’échantillon biologique. De plus, une
image ne représente pas forcement une situation et la grande capacité résolutive de la MET sacrifie
souvent la vision globale et quantitative de ’échantillon.

Une grande majorité des études existant sur 'interaction des NPs de silice ou d’autres matiéres se
focalisent actuellement sur leur effet cytotoxique [Napierska 2010]. Néanmoins la plupart de ces études
tentent de caractériser la localisation des NPs dans les cellules par microscopie électronique et optique.
La figure 1.25 présente les différentes localisation intra-cellulaires les plus couramment retrouvées
dans ces études. On remarquera que a long terme les NPs sont connues pour étre colocalisées avec
les lysosomes.

Jusqu’a maintenant la plupart des études se sont focalisées sur I'internalisation de NPs dans des
cellules non-polarisées (comme par exemple I’étude présentée en figure 1.25). Il a pourtant été montré
que les cellules polarisées comme les cellules endothéliales et épithéliales possédent des mécanismes
d’endocytose différents entre leur face basale et leur face apicale [Sandvig 2005].

La plupart des études mettent en évidence, 'internalisation des NPs par les voies d’endocytose
majoritaires et mieux connues développées précédemment : macropinocytose, phagocytose, clathrine
et cavéoline dépendantes. L’étude du lien entre voie et internalisation des NPs peut se faire grace a
plusieurs outils : des inhibiteurs pharmaceutiques des voies d’internalisation, 'utilisation de lignées
cellulaires exprimant des mutations sur les protéines mises en jeu par ces voies d’internalisation,
I'utilisation de siRNA ou encore la caractérisation directe sur des critéres morphologiques ou de
colocalisation avec des marqueurs des voies d’endocytose [Iversen 2011].

Taille, charge et couronne protéique sont des paramétres importants lors de ’inter-
nalisation des NPs dans les cellules. Selon les propriétés physico-chimique de surface des
NPs, les voies d’endocytoses utilisées vont varier. Dans la plupart des approches in-vitro,
et ce particuliérement pour les modéles de barriéres biologiques, une attention particu-
liére doit étre apportée a la représentativité du modéle. Les outils pharmacologiques et
techniques utilisés pour suivre le devenir intracellulaire des NPs ne permettent qu’une
vision partielle au mieux de la situation. Il est donc nécessaire d’aller vers des approches
multi-modales et de tenter de suivre ces événements de la maniére la plus directe et
compléte possible dans des systémes représentatifs d’une condition physiologique.
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FIGURE 1.25 — Localisations intra-cellulaires de NPs de silice fluorescentes dans des cellules A549.
a - co-localisation des NPs (vert) avec les lysosomes (rouge) 24h aprés exposition, noyaux en bleu. b -
Image correspondante de a en MET. c-d - Internalisation des NPs en MET, événements précoces. e
- f- g - localisation des NPs dans les endosomes précoces et vésicules multi-lamellaires. h exemple de
localisation dans les lysosomes. © - Image de microscopie confocale a fluorescence de cellules en cours
de division, les NPs sont divisées entre les deux cellules filles (vert), noyaux en bleu. [Shapero 2011]
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1.3.3.3 Nanoparticules de silice et endothélium

La table 1.3 présente un résumé des études récentes portant sur I’endothélium in-vitro et les NPs

de silice.
C téristi T .
arzcesegsplsques cellzl{:\ ?re Informations apportées par ’étude Reéférences
Silice . h .
amorphe Mort cellulaire par nécrose, concentration
16 19p 60 EAHY926 et taille dépendante. NPs de faibles tailles [Napierska 2009]
10 4’, 3 3’5 nl,n plus toxiques que les grosses.
Silice L , o . .
Cytotoxicité taille dépendante. Sécrétion de cytokines inversement
amorphe EAHY926 R A . -
proportionnelle a la taille des NPs. Approches de co-culture mettant [Napierska 2012]
2, 16, 60, co-cultures L. .
en avant une activation des cellules endothéliales par le contexte.
104 nm
Silice EAHY926 Augmentation des propriétés d’adhésion des cellules en fonction de
amorphe la présence de co-cultures et de la taille des NPs. - ]
HPAEC . , [Napierska 2013]
18, 54, (sur-expression d'ICAM-1 et VCAM-1)
co-cultures NP . . .
185 nm Localisation intra-cytoplasmique et membranaire en agrégats des NPs
Silice Effet pro-inflammatoire des NPs (augmentation de la quantité
amorphe HDMEC d’IL-8 relarguée dans le milieu de culture et apparition de fibres |Peters 2004]
4 - 40 nm de stress dans le cytoplasme)
Silice Augmentation du stress oxydant aprés pénétration des NPs corrélée
amorphe a des processus d’inflammation et de la nécrose cellulaire (inversement
HUVEC Corbalan 2011
10, 50, 150, fonction de la taille des NPs) [Corbalan !
500 nm NPs localisées dans le cytoplasme en vésicules ou libres
Silice Dégradation des NPs dans le cytoplasme et dans les lysosomes
Mésoporeuse HUVEC des 2 jours. [Zhai 2012]
P Excrétion de la silice dans le milieu de culture.
Sili
Hice Transcytose potentielle mais faible (4 % maximum pour 50 nm)
amorphe HCMEC . . . .
50. 100 D3 Accumulation massive dans les cellules au niveau des lysosomes, entrée [Ye 2013]
9 9 . e PP . N . .
200 nm dépendant des condition d’agrégation des NPs (larges groupes)
Silice Inhibition de I'angiogenése VEGF dépendante de cult
nhibition de l'angiogenése épendante de cultures
amorphe HMREC Slogene P [Jo 2012]
cellulaires sur Matrigel
57 nm
Silice . s .. .
amorphe Charge des NPs influe sur leur stabilité colloidale et par conséquent,
mor
25, é)O, HUVEC leur état d’agrégation. Cet étjat d’z}grégz\xtionﬁca’dr,c l?ur a?cumulation par [Guarnieri 2014]
115 nm les cellules. Aucun effet anti-angiogenése n’a été détecté pour les NPs
chargées +/- de 25 nm par opposition au NPs de plus forte tailles.
Silice HOMEC Transcytose des NPs difficilement quantifiable pour cause de rétention
amorphe D3 partielle des NPs dans la membrane. MET montrant les NPs localisées [Ragnaill 2011]
50 nm au niveau des lysosomes. Influence des NPs sur la perméabilité de la barriére.
Silice Les cellules sont soumises & un pré-conditionnement sous-flux a des
amorphe HUVEC intensités variables. Lien entre l'intensité du stress de cisaillement apporté [Samuel 2012]
50 nm et la quantité de NPs internalisées.
Sili ,
ami)ll‘(:ile HUVEC Cytotoxicité des NPs par dom’mag-es meglbra'naire?. Induction de I'apoptose. [Duan 2013]
Effet négatif sur 'angiogenése.
62 nm
Silice Bonne bio-compatibilité des NPs et endocytose "excellente" particuliérement
amorphe HUVEC pour les 100 nm. Localisation dans l,es endosomes puis l.i,t)ération dans le [Veerana 2012]
cytoplasme. Bonne photo-durabilité des fluorophores liés aux NPs par
30 et 100 nm R !
rapport a des fluorophores libres.
Composites NPs magnétiques et fluorescentes adressées vers des cellules endothéliales
Fe - Si HUVEC exprimant VCAM-1. Expériences sous-flux montrant un effet positif sur [Yang 2013]
355 nm I'internalisation de I’expression de VCAM-1.

TABLE 1.3 — Etudes récentes sur Uinteraction entre NPs de silice et cellules endothéliales in-vitro.
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FIGURE 1.26 — Transport de NPs de silice de 50 nm dans la barriére hémato-encéphalique in-vitro
en présence de SFV 2 %. Les fleches indiquent les NPs. a - NP isolée en cours d’internalisation par
la cellule (potentiellement par une vésicule clathrine). b - groupe de NPs en cours d’internalisation.
¢ - NP internalisée dans une vésicule endosomale et groupes de NPs a ['extérieur des cellules. d -
NPs contenues dans une vésicule (MVB). e - NPs contenues dans un endosome. f - large groupe de
NPs observées entre la membrane supportée et la face basale de la cellule. Echelles : 200 nm (a-c),
500 nm (d - f, 1 um (e). Adapté de [Ye 2013].

Les NPs de silice ont particuliérement été étudiées dans I’endothélium en vue de
comprendre leurs potentiels mécanismes toxiques (cytotoxicité par génération d’espéces
réactives a ’oxygéne, impact sur ’expression de protéines d’adhésion, inhibition de I’an-
giogenése, augmentation de la perméabilité de la barriére endothéliale, dommages mem-
branaires, sécrétion de cytokines dans le milieu extra-cellulaire). Néanmoins quelques
études ont tentées de quantifier le transport au travers de la barriére endothéliale de
ces NPs, montrant une tendance majoritaire a la rétention (voir figure 1.26).
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2.1 Objectifs de I’étude

Le transport des NPs au travers de ’endothélium est conditionné par leur interaction avec les
cellules. Ces interactions, comme décrit dans le chapitre précédent, sont controlées par les caracté-
ristiques physico-chimiques des NPs. L’objectif est ici I’étude de I'internalisation de NPs de silice en
fonction de leur taille dans I’endothélium pulmonaire humain in-vitro. Avant de pouvoir étudier un
potentiel transport trans-endothélial des NPs, il est nécessaire de caractériser leur internalisation.

Les NPs utilisées dans cette étude sont des NPs de silice fluorescentes négatives de trois tailles
définies par mesure directe en MET : 15, 50 et 100 nm (voir figure 2.1).

FIGURE 2.1 — Micrographes des 3 types de NPs synthétisées dans l’eau, 15 (a), 50 (b) et 100 nm
(c). Echelle 250 nm.

Le modéle cellulaire utilisé est composé de cellules primaires HPAECs (Human Pulmonary Arte-
rial Endothelial Cells - cellules endothéliales d’artéres pulmonaires humaines) cultivées & un nombre
minimal de passages aprés isolation. L’internalisation des NPs a été suivie de maniére qualitative
par des techniques de microscopie optique a épifluorescence (MOE) et de microscopie électronique a
transmission (MET) et de maniére quantitative par cytométrie en flux.

La premiére partie de cette étude se focalise sur la caractérisation des NPs dans les différents
milieux de culture cellulaire, ainsi que sur I'effet toxique des NPs envers les cellules HPAECs. Cela
permet la mise en place des protocoles d’exposition aux NPs utilisés dans la suite de cette étude.

La seconde partie de cette étude cherche & évaluer qualitativement la localisation intra-
cellulaire au cours du temps des trois types de NPs par les techniques de microscopies.

La troisiéme partie de cette étude évalue le lien entre les voies d’endocytose empruntées et
la taille des NPs. La cytométrie en flux permet la quantification de l'internalisation en présence de
différents inhibiteurs pharmaceutiques des voies principales d’endocytose. La MET offre une carac-
térisation qualitative des localisations des NPs dans les cellules dans ces mémes conditions.
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2.2 Résultats

2.2.1 Caractérisation des NPs et de leur effet sur la toxicité cellulaire
2.2.1.1 Caractérisation des NPs en solution

Afin de suivre I’état d’agglomération, synonyme de déstabilisation des systémes colloides, diffé-
rentes solutions de NPs ont été préparées dans les milieux physiologiques utilisés dans cette étude. Les
NPs préparées dans un milieu pauvre en sérum (ECBM), présentent un diamétre hydrodynamique
correspondant aux tailles observées dans 1’eau (voir table 2.1). Les valeurs de potentiel ¢ indiquent
que les NPs en solution sont relativement stables dans ces conditions. On note, tout de méme, une
augmentation marquée du potentiel ¢ pour les NPs de 15 nm dans le milieu minimal (ECBM).

Diameétre hydrodynamique (nm) Potentiel Zeta (mV)
Taille MET 15 nm 50 nm 100 nm 15 nm 50 nm 100 nm
Eau 28 86 141 -3244+32 -36.0+3.6 —-33.5+3.8
ECBM 26 87 145 —195£5.7 —2544+49 —-29.6+5.2
ECGM 141 169 504 NA —41+£81 —-5.6%6.09

TABLE 2.1 — Diameétres hydrodynamiques et potentiels ( des NPs dans différents milieux.

Dans le milieu ECBM, les NPs observées en MET, aprés déposition sur un film mince de carbone,
semblent peu agglomérées (figure 2.2) avec un grand nombre de particules isolées pour les trois types.
Occasionnellement des groupes de deux a trois NPs sont visibles (figure 2.2 b fleche). Ces particules
peuvent s’étre rassemblées lors du séchage de la grille. On note également la présence de cristaux de
sels et de rouge de phénol apportés par le milieu de culture.

FIGURE 2.2 — NPs de 15 nm (a), 50 nm (b) et 100 nm (¢) dans du miliew minimal (ECBM)
déposées sur un film de carbone et observées en MET (échelle 1 um).

Dans un milieu complet, c’est-a-dire, riche en protéines de sérum et facteurs de croissance, la
stabilité des NPs se dégrade. Le diamétre hydrodynamique des particules augmente drastiquement
en présence de milieu complet. Le potentiel ¢ indique une diminution de la charge des NPs les
déstabilisant (voir table 2.1). Il n’a pas été possible de détecter les NPs de 15 nm dans le milieu
complet par zétamétrie.
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La MET confirme le résultat obtenu en DLS (voir figure 2.3). Les nanoparticules de 15 nm
s’organisent en groupes de tailles variables se différenciant du milieu de culture par leur densité et
le contraste de la silice (2.3 a fleches). Les NPs de 50 nm (2.3 b), se retrouvent sous la forme de
larges agglomérats (fleche) et plus rarement isolées (pointe de fléche). On notera en 2.3 ¢, un large
groupe de NPs de 100 nm dont on peut clairement visualiser la couronne protéique (fleche) formant
une couche additionnelle autour de 'agglomérat.

FIGURE 2.3 — NPs de 15 nm (a), 50 nm (b) et 100 nm (c) dans du milieu complet (ECGM)
déposées sur un film de carbone et observées en MET (échelle 250 nm,).

¢ Dans le milieu minimal, les NPs conservent une distribution semblable a celle
observée dans ’eau.

¢ Les protéines du milieu complet s’organisent autour des NPs, formant une cou-
ronne protéique et provoquent ’agglomération des NPs entre elles.

2.2.1.2 Toxicité cellulaire des NPs

La cytotoxicité des NPs dépend de deux paramétres : leur taille et leur concentration. Afin de
s’affranchir du probléme de la comparaison entre différentes tailles de particules, les concentrations
ont été exprimées en terme de rapports entre la surface totale d’interaction de NPs en em? par em?
de cellules en culture. La toxicité des NPs a été analysée en présence et en absence de sérum par
le test WST1, 24 heures aprés exposition aux NPs (figures 2.4 et 2.5). Les résultats représentent la

moyenne de trois réplicats.

En présence de sérum, aucun effet cytotoxique a été noté, méme & des concentrations extrémes
(voir figure 2.4).
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FIGURE 2.4 — Cyto-toxicité des NPs aprés 24 heures en milieu complet.

FIGURE 2.5 — Cyto-tozicité des NPs aprés 24 heures en milieu dépourvu de sérum. Les astérisques
indiquent une différence significative (p<0,05).

En absence de sérum (voir figure 2.5), les cellules montrent une sensibilité plus forte aux NPs de
15 nm, avec un effet toxique de 'ordre de 50% dés une surface d’interaction de 6. Les NPs de 50
nm ont également un effet toxique a partir d’une surface d’interaction de 12 alors que les NPs de
100 nm n’ont quasiment pas d’impact sur la viabilité cellulaire méme & 24. La surface d’interaction
infra-toxique retenue pour la suite des expériences est de 3.
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Les concentrations en NPs mises au contact des cellules endothéliales pour ’ensemble de 1’étude
en pug de NPs par em? de surface de culture sont regroupées dans la table 2.2. Les concentrations
de travail ont été fixées et conservées pour I'’ensemble des expériences sauf indication contraire. La
surface d’interaction entre NPs et surface de culture a été fixée 4 3 pour toutes les tailles afin de
faciliter la comparaison.

Diamétre Concentration Concentration Concentration Concentration
(nm) stock stock utilisée utilisée
(s/L) (NPs/L) (NPs/cm?)  (ug/em?)
15 7.4 2,1.1018 4,244.101 1,5
50 19 1,53.1017 3:82.1010 5
100 19 4 1,8.1016 9,55.10° 10

TABLE 2.2 — Concentrations des NPs dans [’étude.

o Les NPs mises au contact des cellules en présence de milieu complet n’entrainent
pas d’effet cytotoxique visible aux concentrations étudiées.

o En présence de milieu minimal, un effet cytotoxique inversement proportionnel a
la taille des NPs et a la concentration est observé.

¢ Les concentrations de NPs mises au contact des cellules dans la suite de 1’étude
sont :
~ 1,5 pg/cm? de cellules pour les 15 nm;
~ 5 pg/cm? de cellules pour les 50 nm ;
~ 10 pg/cm? de cellules pour les 100 nm.

2.2.2 Internalisation des nanoparticules dans les cellules endothéliales humaines

Le temps d’exposition des cellules aux NPs a été fixé a une heure. L’internalisation des trois
types de NPs a été suivie par MET & une heure et 24 heures aprés exposition et & concentrations
infra-toxiques.

2.2.2.1 Analyse par MET et MOE de l’internalisation de NPs aprés une heure

Les NPs sont mises au contact des cellules pendant une heure dans un milieu minimal selon le
protocole développé dans la partie expérimentale de ce chapitre.

Le controle de 'interaction entre cellules et NPs est réalisé pour chaque condition par MOE. Les
NPs agglomérées apparaissent principalement sur les images de MOE; le signal d’une particule n’étant
pas suffisamment intense. Les NPs sont localisées adsorbées a la membrane apicale des cellules et
internalisées. Il n’est pas possible de déterminer sur I'image d’épifluorescence si les NPs sont présentes
uniquement en surface ou internalisées dans les cellules. Bien que la MOE fournisse une premiére
information, une localisation plus détaillée des NPs est possible en MET.
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NPs de 15 nm. La majorité des NPs de 15 nm sont localisées en MOE dans les régions les plus
épaisses des cellules, dans la périphérie du noyau (voir figure 2.6 a). En MET, il apparait qu’il y a
plus de NPs que de signal fluorescent visible sur I'image de MOE. Les NPs de 15 nm sont localisées
libres dans le cytoplasme cellulaire sous forme de petits groupes de 3 - 6 NPs libres, ou dans de petites
vésicules, dans ’ensemble de la cellule (voir figure 2.6 b et d). Les NPs sont également localisées dans
de larges vésicules contenant des fragments membranaires (voir figure 2.8 ¢, pointe de fleche) et plus
rarement en larges amas libres dans le cytoplasme, souvent localisés a la proximité de vésicules (voir
figure 2.6 e, pointe de fleche). Enfin, les NPs sont localisées a la membrane apicale des cellules, la
plupart du temps sous forme de groupes de NPs (voir figure 2.6 ¢, flache).

FIGURE 2.6 — NPs de 15 nm aprés une heure d’incubation. a - Tapis cellulaire observé par MOE
(noyaux en bleu, NPs en vert), les NPs apparaissent regroupées dans les parties épaisses des cellules ;
b-e - galerie dimages de microscopie électronique a transmission. b - NPs libres dans le cytoplasme
en petits groupes (pointes de fléches); ¢ - NPs rassemblées dans une vésicule avec des débris membra-
naires (pointe de fleche) et NPs au contact de la membrane apicale de la cellule (fleche); d - Petits
groupes de NPs internalisés et retrouvés libres dans le cytoplasme (pointes de fleches); e - Larges
concentrations de NPs libres dans le cytoplasme (pointe de fléche) en bordure d’une vésicule. V -
vésicules. Echelles : MOE 25 um et MET 300 nm.
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NPs de 50 nm. Les NPs de 50 nm sont localisées sur I’ensemble du tapis cellulaire sous forme
d’agglomérats en MOE (voir figure 2.7 a). En MET, les NPs de 50 nm sont distribuées libres dans
le cytoplasme isolées ou en groupes (voir figure 2.7 b fléche) et dans de larges vésicules denses en
NPs (voir figure 2.7 b noté V). Les NPs sont également au contact de la membrane apicale, sous
forme d’agglomérats en cours d’internalisation. La figure 2.7 ¢ montre des groupes de NPs en cours
d’internalisation potentiellement par macropinocytose, & différents stades.

FIGURE 2.7 — NPs de 50 nm aprés une heure d’incubation. a - Tapis cellulaire observé par MOE
(noyaux en bleu, NPs en vert), les NPs sont réparties sur ’ensemble du tapis de maniére homogéne.
Lintensité et la répartition du signal des NPs montrent une agglomération partielle. b-c - galerie
d’images de microscopie électronique a transmission. b - NPs libres dans le cytoplasme (fleche).
De larges vésicules (V) contiennent les NPs. ¢ - groupes de NPs en cours d’internalisation a la
membrane apicale (pointes de fléches). Un regroupement des NPs et un plissage de la membrane
plasmique préparent leur enveloppement par macropinocytose. Certaines NPs isolées sont également
retrouvées en contact avec la membrane apicale (pointe de fleche blanche). Echelles : MOE 25 pm et
MET 300 nm.
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NPs de 100 nm. Les NPs de 100 nm sont localisées sur I’ensemble du tapis cellulaire de maniére
homogene (voir figure 2.8 a). En MET, on observe une distribution des NPs semblable aux NPs de
50 nm avec une tendance moindre & ’agglomération en surface des cellules. Les NPs de 100 nm sont
localisées a la membrane apicale par petits groupes (voir figure 2.8 b fleche noire).

FIGURE 2.8 — NPs de 100 nm apres une heure d’incubation. a - Tapis cellulaire observé par MOE
(noyauz en bleu, NPs en vert), les NPs sont réparties sur l’ensemble du tapis de maniére homogeéne.
b-e - galerie d’images de MET. b - NPs en cours d’internalisation, on retrouve des NPs au niveau
d’une vésicule contenant des débris cellulaires. Les NPs sont au contact de la membrane de la vésicule
de chaque coté de celle-ci (pointes de fleche). Les NPs isolées dans le cytoplasme sont entourées d’une
membrane (fleche blanche). Des NPs sont en cours d’internalisation a la membrane apicale (groupe
de deuxr NPs en cours d’enrobage par la cellule - fleche noire). Les trous blancs correspondent & des
NPs arrachées lors de la coupe. ¢ - NPs regroupées dans des vésicules contenant des fragments mem-
branaires (V). d - NPs dans une vésicule et libres dans le cytoplasme, en contact avec cette vésicule. e
- Grossissement de la zone présentée en d. On notera que les NPs a l’extérieur de la vésicule semblent
étre entourées d’une membrane alors que celles a lintérieur en apparaissent dépourvues (fleches). V
- wésicules ; N - noyau; C - cytoplasme. Echelles : MOE 25 um et MET 850 nm.
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Les NPs de 100 nm sont majoritairement isolées dans le cytoplasme, une membrane lipidique en
entourant certaines (voir figure 2.8 b et ¢). Les NPs cytoplasmiques se rassemblent aux alentours
des veésicules contenant des fragments membranaires (voir figure 2.8 b-d). On notera ’absence de la
membrane une fois a I'intérieur des vésicules (voir figure 2.8 e).

¢ 15 nm : majoritairement libres dans le cytoplasme en groupes de tailles variables,
rassemblées dans des vésicules et plus rarement a la membrane apicale.
¢ 50 nm : majoritairement 4 la membrane apicale en cours d’internalisation par
groupes et rassemblées dans des vésicules, plus rarement libres dans le cytoplasme.
¢ 100 nm : majoritairement dans, ou a proximité de vésicules contenant des frag-
ments membranaires et débris cellulaires. Les 100 nm sont également en contact
avec la membrane apicale en petits groupes en cours d’internalisation et libres
dans le cytoplasme, isolées et parfois entourées d’une membrane.
Les NPs internalisées se dirigent vers les voies endo-lysosomiales en accord avec de
précédentes études [Shapero 2011]. Pour les trois types de NPs, aucun transport trans-
endothélial n’a pu étre visualisé sur ’ensemble des échantillons. Les NPs ne semblent

pas accéder a l’espace sous cellulaire.

2.2.2.2 Accumulation intra-cellulaire des NPs 24, heures aprés exposition

Apreés remise en culture des cellules exposées une heure aux NPs, la localisation intra-cellulaire
change. Pour illustrer ce phénoméne, une observation des NPs de 50 nm en MOE & 4 heures, 24 heures
et 48 heures aprés remise en culture est présentée (voir figure 2.9). Les NPs s’organisent autour des

noyaux. 48 heures aprés exposition, la totalité du signal de fluorescence correspondant aux NPs de
50 nm est localisée dans la région péri-nucléaire (2.9 ¢, pointes de fléches).

FIGURE 2.9 — NPs de 50 nm observées en MOE. Noyaux en bleu, NPs en vert. a - J heures
apres exposition aur NPs. Début de réorganisation des NPs dans les cellules. b - 24 heures aprés
exposition aur NPs. Début d’organisation péri-nucléaire des NPs (pointe de fleche). ¢ - 48 heures
apres exposition. La magorité des NPs est rassemblée en périphérie des noyauz (pointes de fleche).
Echelles : 25 um.

En MET, aprés 24 heures, on observe une redistribution des NPs (15, 50 et 100 nm) par rapport
a une heure (voir figure 2.10). Les NPs de 50 nm sont regroupées avec des débris cellulaires dans
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de larges vésicules localisées a la proximité des noyaux (voir figure 2.10 a et b). Il est trés rare de
trouver des NPs en dehors de ces vésicules. On notera ici I’absence de NPs au niveau de la face
basale des cellules. Les NPs de 100 nm sont également regroupées dans de larges vésicules localisées
a la proximité des noyaux (voir figure 2.10 ¢). Les NPs de 15 nm sont, elles aussi, localisées dans ces
vésicules mais peuvent également étre retrouvées libres dans le cytoplasme (voir figure 2.10 d zone
contenant les NPs entourée par les pointes de fléches).

FIGURE 2.10 — Réorganisation intra-cellulaire des NPs de 50, 100 et 15 nm en MET, 24 heures
apres exposition. a - NPs de 50 nm contenues dans une vésicule cytoplasmique. On notera la présence
de débris cellulaires dans la vésicule. b - NPs de 50 nm, rassemblées dans des vésicules (V) dans le
cytoplasme cellulaire (C) a proximité du noyau (direction du noyau indiquée par N). ¢ - NPs de 100
nm, rassemblées dans des vésicules cytoplasmiques a proximité du noyau (direction indiquée par N).

d - NPs de 15 nm, potentiellement libres dans le cytoplasme en larges amas (pointes de fléches).
Echelles : 200 nm.

o Les trois tailles de NPs sont rassemblées dans des vésicules correspondant a la
voie endo-lysosomiale aprés 24 heures. Les NPs de 15 nm semblent étre regroupées
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moins efficacement et sont toujours observées en partie libres dans le cytoplasme.

2.2.3 FEtude de ’internalisation des NPs a 4°C

Afin d’évaluer la capacité des NPs a traverser de maniére passive la membrane cellulaire, des
expériences a 4°C, bloquant toutes les voies d’internalisation cellulaire actives, ont été réalisées. Les
NPs sont mises au contact des cellules HPAECs pendant une heure & 4°C puis observées en MOE et
en MET. A 4°C, l'intensité du signal de fluorescence des NPs est plus faible qu’a 37°C (voir figure
2.11 a-c). Les NPs ne sont plus agglomérées en surface des cellules.

FIGURE 2.11 — Cellules incubées avec les NPs de 15, 50 et 100 nm & 4° C pendant 1 heure. a-c -
MOE, faible concentration en NPs de 15 (a), 50 (b) et 100 nm (c) sur les cellules. Les astérisques
marquent les zones dépourvues de cellules ot les NPs se sont déposées sur la lamelle de verre. d-f
- images MET, les NPs de 15 (d), 50 (e) et 100 nm (f), en contact avec la membrane apicale sont
marquées d’une fleche blanche. Echelles : 25 pm (MOE) et 250 nm (MET).

En MET, on observe une ségrégation des NPs a la membrane apicale (voir figure 2.11 d-f).
Aucune internalisation n’a été observée dans ces conditions pour les trois types de NPs. De méme,
la présence d’agglomérats en surface des cellules est nettement diminuée.

o A 4°C, les trois types de NPs montrent une faible affinité pour les cellules par
rapport au conditions d’exposition a 37°C.
¢ Aucune internalisation n’a été observée pour les trois types de NPs.
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2.2.4 Identification des voies d’endocytose

L’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques des voies d’endocytose les plus courantes (macropi-
nocytose, voie cavéole dépendante et voie clathrine dépendante) nous a permis d’analyser les méca-
nismes d’entrée des trois types de NPs. La privation des cellules en énergie compléte la vision de ces
mécanismes par I'inhibition de toutes les voies d’endocytose actives.

Le panel d’inhibiteurs utilisés comprend les molécules suivantes :

©o Amiloride et cytochalasine D : inhibiteurs de la voie macropinocytose (la cytochalasine D,
peu spécifique, a été remplacée par I’amiloride).

¢ Geénistéine : inhibiteur de la voie cavéole dépendante

¢ Chlorpromazine : inhibiteur de la voie clathrine dépendante

o 2-Déoxy-D-glucose : inhibition des voies d’endocytose énergie dépendantes

Les mécanismes d’actions des inhibiteurs sont détaillés dans la partie expérimentale de ce chapitre.

Apreés pré-incubation avec les inhibiteurs, les cellules ont été exposées aux NPs, toujours en
présence d’inhibiteurs. L’internalisation des NPs a ensuite été comparée par cytométrie en flux en
présence et absence d’inhibiteurs (voir figure 2.12).

FIGURE 2.12 — Effet des inhibiteurs sur l'internalisation des trois types de NPs & une heure. Les

*

résultats présentent la moyenne de trois réplicats. Les * signifient que les valeurs de fluorescence

mesurées sont significativement différentes des conditions non-traitées avec les inhibiteurs (p<0,05).
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Voie macropinocytose : En présence d’amiloride, 'internalisation des NPs de 15 nm n’est pas
significativement modifiée. Pour les tailles supérieures, on observe une diminution de la fluorescence
moyenne de I’échantillon de 50+4% pour les 50 nm et de 42+4% pour les NPs de 100 nm par rapport
aux témoins positifs. Les effets des inhibiteurs sont également observables par MET et se traduisent
par une distribution modifiée des NPs (voir figure 2.13).

On retrouve les NPs de 15 nm a l'intérieur des cellules en de petits groupes de NPs libres ou dans
de petites vésicules, dans le cytoplasme. Cependant, les vésicules contenant des NPs de 15 nm ont
totalement disparu (voir figure 2.13 a).

Les NPs de 50 nm se retrouvent majoritairement a4 la membrane apicale et pour certaines, isolées,
libres dans le cytoplasme (voir figure 2.13 b).

Les NPs de 100 nm sont totalement absentes de 'intérieur de la cellules et sont regroupées & la
membrane apicale (voir figure 2.13 ¢). La fluorescence enregistrée par cytométrie en flux pour les
NPs de 50 et 100 nm peut s’expliquer par une extinction partielle de la fluorescence des NPs piégées
au niveau de la membrane apicale par le Bleu Trypan.

FIGURE 2.13 — Effet de Uamiloride, inhibiteur de la voie macropinocytose, sur linternalisation
des NPs de 15, 50 et 100 nm. a - Les NPs de 15 nm sont dans le cytoplasme sous forme de petits
groupes (fléches blanches). b - NPs de 50 nm, la majorité des NPs est bloquée a la membrane apicale.
Quelques NPs sont internalisées libres dans le cytoplasme (fléche). ¢ - La totalité des NPs de 100 nm
est a la membrane apicale. Aucune n’est internalisée en présence d’amiloride. Echelles : 500 nm.

La cytochalasine D inhibe de maniére comparable 'entrée des NPs de toutes tailles (figure 2.12).
L’endocytose des NPs de 50 nm et de 100 nm est inhibée en présence de cytochalasine D de res-
pectivement 55+8% et de 58+1%. L’internalisation des NPs de 15 nm est diminuée de 70+7,5% par
rapport au témoin positif. La différence avec ’amiloride vient de l'effet de la Cytochalasine D sur le
cytosquelette d’actine. L’observation en MET a permis de vérifier que les trois types de NPs étaient
localisés au niveau de la membrane apicale. La dégradation du cytosquelette par la cytochalasine D
modifie les mécanismes de la macropinocytose mais également ceux des deux autres voies étudiées.
La cytochalasine D serait donc a considérer comme un inhibiteur de toutes les voies d’internalisation
actine dépendantes.
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¢ Internalisation de petits groupes de NPs de 15 nm retrouvées libres dans le cyto-
plasme ou dans de petites vésicules, en présence d’amiloride.

¢ Inhibition importante de ’internalisation des NPs de 50 et de 100 nm. Disparition
des NPs internalisées en MET sauf pour quelques NPs de 50 nm isolées dans le
cytoplasme.

Voie cavéole dépendante : FEn présence de génistéine, I'internalisation des NPs de 50 nm ne varie
pas de maniére significative par rapport au témoin positif (voir figure 2.12). De méme, I’endocytose
des NPs de 100 nm ne diminue que de 214+2%. Par contre, les NPs de 15 nm enregistrent une
diminution de la fluorescence intracellulaire de 51+£12%.

FIGURE 2.14 — Effet de la génistéine, inhibiteur de la voie cavéole dépendante, sur l'internalisation
des NPs de 15, 50 et 100 nm. a - Les NPs de 15 nm sont localisées uniquement dans des vésicules
de grandes tailles. On observe une disparition totale des NPs libres dans le cytoplasme ou dans de
petites vésicules. b-c - Les NPs de 50 nm (b) et de 100 nm (c) sont internalisées dans les mémes
conditions qu’en absence de traitement. Echelles : 500 nm.

L’observation en MET montre ’absence de NPs de 15 nm libres dans le cytoplasme ou dans
de petites vésicules dans les cellules. Celles-ci sont uniquement en groupes au sein de vésicules de
grandes tailles (voir figure 2.14 a). Cela n’a pas été observé pour les deux autres tailles de NPs. Les
50 et 100 nm sont toujours observées libres dans le cytoplasme et dans des vésicules (voir figure 2.14

b-c).

¢ La génistéine a uniquement un effet d’inhibition significatif sur l’internalisation
des NPs de 15 nm. Les NPs de 50 et de 100 nm ne sont, par contre, pas touchées.

¢ La génistéine entraine la disparition des NPs isolées dans le cytoplasme et dans de
petites vésicules, pour les NPs de 15 nm en MET.
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Voie clathrine dépendante : La chlorpromazine inhibe l'internalisation des NPs de 15 nm
(36+£9%) et de 50 nm (41£4%). L’endocytose des NPs de 100 nm est trés faiblement inhibée (14+5%,
voir figure 2.12).

L’observation en MET (figure 2.15) montre quelques NPs de 15 nm libres dans le cytoplasme
mais toujours un grand nombre dans des vésicules de grandes tailles (fleches blanches). Le constat
est le méme pour les NPs de 50 nm, avec une diminution de la quantité de NPs libres dans le
cytoplasme (voir figure 2.15 b, fleches blanches). La distribution des NPs de 100 nm est comparable
a l’'observation en absence de traitement (voir figure 2.15 ¢) : avec des NPs libres dans le cytoplasme
(pointes de fleches blanches), a la membrane apicale (pointes de fléche noire) et dans de larges
vésicules cytoplasmiques (fléche blanche).

FIGURE 2.15 — Effet de la chlorpromazine, inhibiteur de la voie clathrine dépendante, sur [’inter-
nalisation des NPs de 15, 50 et 100 nm. a - les NPs de 15 nm sont dans des vésicules cytoplasmiques
(fleche blanches). b - les NPs de 50 nm sont majoritairement dans des vésicules (fleche blanche). ¢
- les NPs de 100 nm sont & la membrane apicale (pointe de fleche noire), libres dans le cytoplasme
(pointes de fleches blanches) et dans des vésicules (fleche blanche). Echelle 500 nm.

¢ La chlorpromazine inhibe 1’entrée des deux plus petites tailles de NPs.

o Les NPs de 15 et 50 nm libres dans le cytoplasme ou dans de petites vésicules sont
plus rares.

¢ Le traitement ne modifie pas l’internalisation des NPs de 100 nm.

Inhibition de toutes les voies énergie dépendante par le 2-déoxy-D-glucose : En absence
d’énergie, I'inhibition de ’endocytose est maximale pour les NPs de 15, 50 et 100 nm (voir figure 2.12).
L’internalisation des NPs de 15 nm en absence d’énergie est diminuée de 73£7% ; I'internalisation
des NPs de 50 nm de 67+£9% ; et I'internalisation des NPs de 100 nm de 604+3%. L’extinction de la
fluorescence extra-cellulaire par le bleu trypan n’est certainement pas totale.

En MET, I'ensemble des trois types de NPs est bloqué a4 la membrane apicale. Les NPs de 15
et 50 nm sont isolées ou en groupes & la membrane apicale (voir figure 2.16 a - b fléche noires). On
observe réguliérement dans les zones ot les NPs sont isolées a la membrane, un début de déformation
de la membrane au contact de la NP (voir figure 2.16 b-c, fleches blanches).
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FIGURE 2.16 — Effet du 2-déoxy-D-glucose, sur l'internalisation des NPs de 15, 50 et 100 nm. a -
Les NPs de 15 nm sont bloquées a la membrane apicale isolées ou en groupes (fleche noire). Aucune
internalisation n’est observée. b - les NPs de 50 nm sont blogquées a la membrane apicale, en groupes
(fleche noire) ou isolées (fléches blanches). On voit apparaitre un début d’invagination des membranes
autour des NPs. ¢ - les NPs de 100 nm sont au niveau de la membrane apicale (fléches blanches).
Une déformation de la membrane au contact de la NP est visible.

o Les NPs sont piégées a la membrane apicale des cellules en absence d’énergie. On
remarque un début d’invagination de la membrane apicale autour de la NP.

2.2.5 Cryo-microscopie électronique - méthode CEMOVIS, exemple des NPs de
15 nm

La cryo-microscopie électronique et plus particulierement la technique CEMOVIS (voir partie
expérimentale du chapitre) permettent une investigation fine et dénuée d’artefacts das a la fixation
chimique de I’échantillon. L’échantillon congelé en glace vitreuse est coupé par cryo-ultramicrotomie
afin d’obtenir des sections ultra-fine observées par cryo-MET. Cette technique, grace a 'utilisation
d’une cryo-fixation sous haute pression, permet 'obtention d’un arrét sur image, au moment de la
congélation de I’échantillon, de 'ordre de la milliseconde. La particularité est ici due a l'utilisation
d’un support de culture cellulaire développé au laboratoire permettant la congélation directe de
mono-couches de cellules adhérentes. Ces supports de culture cellulaires permettent de maintenir
lorientation des cellules lors de la congélation.

Les résultats présentés dans cette partie portent sur l'internalisation des NPs de silice de 15 nm
dans des cellules HPAECs cultivées sur les supports de culture cellulaire destinés a la congélation
sous haute pression. Cette méthode de préparation d’échantillon pour la cryo-MET est longue et
complexe. Il a été choisi de tester la faisabilité de 1’étude en utilisant un matériel bien connu : les
NPs de silice de 15 nm. Leur taille proche des particules de LDL et leur faible densité aux électrons
nous fournissant un systéme d’étude permettant de tester la méthode avec des particules plus simples
4 manipuler.
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FIGURE 2.17 — a - Installation du dispositf multi-lambda de Cordouan Technologies sur ['ultra-
microtome RMC'; b - vue du support de culture congelé sous haute pression : les cellules sont marquées
a la calcéine pour permettre leur localisation lors des étapes de coupe ; ¢ - vue de la pyramide portant
les trois cellules d’intérét juste avant la coupe.

Les particularités et améliorations apportées a la technique sont présentées dans la partie ex-
périmentale de ce chapitre. Sur la figure 2.17, il est possible de suivre le signal de fluorescence
correspondant aux cellules, directement dans I'ultramicrotome, sur le support de culture cellulaire
pour congélation sous haute-pression en utilisant le module de fluorescence déporté, développé avec
Cordouan Technologies pour cette application. Trois cellules d’intérét vont étre sélectionnées sur
I’échantillon. Apres les étapes de trimming de la cupule permettant de former une pyramide autour
de la zone d’intérét, un ruban de sections a été récupéré et déposé sur une grille de MET portant un
film de carbone ajouré.

On notera sur 'image de cryo-MET correspondante, une trés bonne conservation de I’ensemble
de la cellule (voir figure 2.18 a) et la présence de différentes organites dans le cytoplasme (appareil
de Golgi (fleches noires), mitochondries (pointes de fleches noires), gouttelettes lipidiques (pointes
de fleches blanches). Il est possible ici d’observer l'internalisation des NPs de maniére instantanée.
La figure 2.18 b présente une vésicule en cours d’invagination avec une grappe de NPs allant étre
endocytée. On remarquera également la formation d’une crevasse au niveau de la membrane dans
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laquelle semblent s’engouffrer les NPs.

FIGURE 2.18 — Image d’une des trois cellules localisées par fluorescence dans le microtome sur
la figure 2.17 par cryo-MET. a - fort grossissement, NPs de 15 nm (fleches blanches), gouttelettes
lipidiques (pointes de fléches blanches), mitochondries (pointes de fleches noires), appareil de Golgi
(fleches noires) ; b - agrandissement de la zone d’interaction entre NPs et membrane apicale.

¢ La cryo-MET confirme la distribution observée en résine.
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2.2.6 Effet des NPs sur 1’adhérence cellulaire

Suite aux premiéres observations de MET, il est apparu que les cellules traitées en absence de
milieu complet & des concentrations non toxiques avec les NPs de 100 nm semblaient plus sensibles
au décollement lors de la fixation chimique et de I'inclusion en résine. La perte du matériel cellulaire
ne correspondant pas aux informations de cytotoxicité, un effet des NPs sur I’adhérence cellulaire a
été envisagé.

Notre hypothése est que ’exposition des cellules aux NPs & des concentrations infra-toxiques
modifie leurs capacités d’adhésion au support. La caractérisation de 'adhérence cellulaire au support
est contrblée par la quantification de la résistance des cellules &4 une force de décrochement
la mise en place des processus renforcés d’adhésion au support. L’adhésion initiale de la cellule au
support dépend de chaque molécule d’adhésion séparément. L’adhésion renforcée au support dépend
de lactivité cellulaire et du cytosquelette [Dembo 1987]. On peut ici faire 1’analogie avec 1’adhésion
d’un morceau de scotch double-face sur une surface en présence ou non d’une renfort rigide sur sa
face externe (voir figure 2.19).

La résistance initiale au décrochement a été quantifiée par I’application de forces de décrochement
d’intensités croissantes sur des cellules placées a 4°C (voir partie expérimentale de ce chapitre). Un
décrochement maximal des cellules en absence de processus actifs est observé pour une force de 200
g. Les cellules traitées affichent une perte d’adhésion au support par rapport aux cellules non-traitées.

Force de décrochement T Force de décrochementr

Renfort rigide

Zone de résistance au décrochement Zone de résistance au décrochement

e

FIGURE 2.19 — Représentation schématique du réle de ’adhésion active et du cytosquelette. Analogie
au décrochement d’un scotch double-face. a - Décollement facilité car faible zone de résistance a la
force de décrochement. b - La présence du renfort augmente la taille de la zone de résistance au
décollement ; ’objet résiste mieux a la force de décrochement.

L’adhésion renforcée des cellules est quantifiée au cours du temps. Les cellules trypsinées sont
plaquées sur leur support puis replacées a 37°C pour des temps croissants. Au cours du temps,
la mise en place des processus d’adhésion cellulaire et I'organisation du cytosquelette renforcent la
résistance des cellules a la force de décrochement de 200 g (force maximale déterminée par I’expérience
de résistance initiale au décrochement). On observe une augmentation maximale de la quantité de
cellules résistant au décrochement au cours du temps pour les cellules non-traitées (voir figure 2.20).
Les cellules traitées avec les NPs de 15 et 50 nm adhérent moins bien au support pour ’ensemble
des temps testés. On observe une adhésion maximale des cellules traitées aprés une heure a 37°C,
suivie d’une diminution & 24 heures. Les cellules exposées aux NPs de 100 nm adhérent moins bien



2.2. Résultats 65

au support a tous les temps. L’augmentation de la résistance au décrochement au cours du temps
est faible pour les cellules traitées avec les NPs de 100 nm.

FIGURE 2.20 — Détachement cellulaire au cours du temps aprés exposition aux NPs et remise en
culture pour différents temps et pour une vitesse de centrifugation fixe de 200 g.

En conclusion, il est important que les cellules soient manipulées soigneusement pour éviter leur
détachement du support de culture lors de la préparation d’échantillon pour la MET. Une bonne
viabilité cellulaire ne signifie pas forcément un état "normal" des cellules. Les conditions infra-toxiques
utilisées offrent un bon compromis entre fréquence d’observation des événements en MET et "bon"

état des cellules.

o L’exposition aux NPs de silice entraine une perte d’adhésion au support des cel-
lules.
o Cette perte est maximale pour les NPs de 100 nm.
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2.3 Discussion

L’étude de l'internalisation des NPs avec la barriére endothéliale pulmonaire humaine in-vitro
constituée de cellules HPAECs met en avant une relation entre la taille des NPs et les voies d’en-
docytose empruntées. La quantification de I'internalisation des NPs par cytométrie en flux compléte
la caractérisation par MET de la distribution intracellulaire des NPs. Les résultats de cette étude
peuvent étre résumés de la maniére suivante :

¢ Les propriétés physico-chimiques des NPs dépendent de la composition de leur environnement.

¢ Les voies d’endocytose empruntées par les NPs dépendent de leur taille.

¢ La distribution intra-cellulaire des NPs est taille dépendante.

¢ Les NPs ne sont pas éliminées par les cellules au cours des temps étudiés et prennent la direction
de la voie de dégradation endo-lysosomiale.

¢ Aucun transport trans-endothélial n’a pu étre observé.

Les méthodes de MET et de cytométrie en flux se complétent efficacement pour le suivi
intra-cellulaire des NPs. La cytométrie permet 'analyse d’une population entiére de cellules. Sa
faible capacité résolutive ne permet par contre pas de différencier les NPs adsorbées en surface des
cellules des NPs internalisées. L’utilisation de Bleu Trypan pour 'extinction de la fluorescence des
NPs extra-cellulaires (comme montré dans la littérature [Slowing 2006]) ne fournit, dans notre cas,
qu’une extinction partielle de la fluorescence extra-cellulaire des NPs. Le recours a ’observation MET
valide les résultats de cytométrie et ajoute une information sur la distribution intra-cellulaire des
NPs et les mécanismes détaillés d’internalisation.

L’étude met en évidence le role des conditions environnementales cellulaires dans le
maintien des propriétés physico-chimiques des NPs. Les études de DLS, zétamétrie et MET
menées sur les NPs en solution, en présence de différents milieux physiologiques, montrent une
déstabilisation des NPs en présence de protéines (apportées par le sérum). La sensibilité des NPs a
I'agglomération et & l'agrégation est en partie dépendante de leur charge de surface. En présence de
protéines, une couronne protéique se forme autour des NPs, modifiant cette charge et provoquant
une agglomération des NPs visible en MET. La présence de sérum lors de l'exposition des cellules
aux NPs va, par exemple, fortement modifier I'internalisation [Lesniak 2012].

Le suivi de l'internalisation des NPs dans les cellules HPAECs a été réalisé en absence de sérum.
Les NPs nues sont moins soumises a la déstabilisation et permette I’étude des interaction NPs-cellules
en fonction de la taille des particules uniquement. Nous avons ainsi pu montré que l'internalisation
par les cellules HPAECs des NPs en présence de protéines de sérum est beaucoup plus faible pour
les trois types de NPs (voir figure 2.21). En MOE, les NPs semblent moins interagir avec les cellules,
s’agglomérant majoritairement sur les supports de cultures. La cytométrie en flux montre une dimi-
nution quasi-totale de 'internalisation de NPs de 15 nm en présence de sérum. Les NPs de 50 et
100 nm sont internalisées & hauteur de 40 et 20% par rapport aux conditions en absence de sérum.
Cette diminution majeure a pu étre caractérisée par MET (voir figure 2.22). Les NPs de 15 nm sont
trés rarement observées rassemblées dans des vésicules avec des morceaux de membranes (fléche).
Les NPs de 50 nm sont uniquement rassemblées dans ces vésicules en bordure des noyaux (fléche).
Quelques NPs 100 nm sont isolées dans le cytoplasme, également contenues dans des vésicules. On
notera la présence d’une couronne protéique visible sur les NPs de 100 nm (fleche). La totalité des
NPs de 15 et 50 nm est regroupée en larges groupes.



2.3. Discussion 67

Internalisation de NPs en présence de sérum
100
80

% du témoin en absence de sérum
8

15 nm I 50 nm 100 nm

FIGURE 2.21 — Internalisation de NPs en présence de milieu complet. a - 15 nm; b - 50 nm; ¢ -
100 nm ; d - quantité de fluorescence intra-cellulaire en présence de sérum pendant [’incubation par
rapport au témoin en absence de sérum.

FIGURE 2.22 — Internalisation des NPs en présence de sérum observée par MET : 15 nm (a), 50
nm (b) et 100 nm (c). NPs contenues dans des vésicules.
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La disparition des groupes de NPs de 15 et 50 nm isolés dans le cytoplasme en présence de
sérum renforce I’hypothése d’une agglomération des NPs dans la solution, avant méme d’entrer au
contact des cellules. La modification de surface & 'origine de cette agglomération peut également
expliquer la diminution massive de l'internalisation de ces groupes de NPs. D’aprés la littérature, la
présence d’une couronne protéique en surface inhibe 1’adhésion membranaire des NPs [Lesniak 2012]
comme observé sur les images de MOE de la figure 2.21. En absence d’interactions NPs-membranes,
I'internalisation est fortement inhibée. Cette inhibition de 'internalisation de NPs en présence de
protéines de sérum est couramment mentionnée dans la littérature pour différents types de NPs et
pour différents modeles cellulaires : des nanotubes de carbone [Zhu 2009|, des NPs d’or fonction-
nalisées [Patel 2010], de NPs ferriques [JosephaJerry 2009], de NPs de polystyréne |Guarnieri 2011]
et des NPs de silice [Stayton 2009]. Cette diminution est directement corrélée & une diminution de
leffet cytotoxique des NPs dans notre étude et dans la littérature. La visualisation d’amas de NPs
dans des vésicules correspondant & la voie de dégradation endo-lysosomiale par MET en présence de

protéines de sérum renforce I’hypothése d’une internalisation sous forme d’agglomérats uniquement
des NPs.

L’étude de l'internalisation des NPs a donc été réalisée sur des NPs nues, les conditions expé-
rimentales visant & limiter au maximum la formation d’une couronne protéique et la déstabilisation
des NPs afin de favoriser I’interaction entre NPs et cellules et de mener une étude sur l'effet
de la taille des NPs. Dans ces conditions, la distribution intra-cellulaire & une heure des trois
types de NPs a été analysée par MET. Trois grandes localisations des NPs ont été déterminées : en
groupes libres dans le cytoplasme (majoritairement pour les NPs de 15 et 50 nm), libres isolées dans
le cytoplasme (pour les NPs de 50 et 100 nm) et enfin contenues dans des vésicules cytoplasmiques
correspondant morphologiquement a des endosomes / lysosomes (pour les trois types de NPs).

L’étude de la répartition intra-cellulaire des NPs & 24 heures montre une accumulation
dans les vésicules correspondant aux voies de dégradation cellulaire. L’exocytose des NPs n’a pas
été observée dans nos conditions expérimentales. Méme si certaines études montrent une exocytose
de NPs de silice [Quignard 2012|, d’autres mettent en avant une dilution des NPs intra-cellulaires
au cours du cycle cellulaire [Kim 2012| [Shapero 2011]. L’accumulation des NPs dans la voie endo-
lysosomiale est en accord avec d’autres études du devenir intra-cellulaire de NPs de silice au cours
du temps [Shapero 2011]. La dégradation des NPs n’a pu étre observée par MET aux temps étudiés.
Cependant, Zhai et al [Zhai 2012] ont par exemple, montré une dégradation de NPs de silice méso-
poreuses dans les lysosomes de cellules endothéliales. Enfin, aucune transcytose n’a pu étre observée
au niveau de la face basale des cellules sur ’ensemble des observations de MET.

L’étude des voies d’endocytose des NPs nues a ensuite souligné une relation directe entre
la taille des NPs et la voie d’endocytose empruntée. L’étude par cytométrie en flux en présence
d’inhibiteurs pharmaceutiques de l'internalisation des NPs (15, 50 et 100 nm) met en avant une
dépendance des NPs de 100 nm & la macropinocytose pour l'internalisation. Les NPs de 50 nm sont
internalisées par voies clathrine et macropinocytose alors que les NPs de 15 nm sont internalisées
majoritairement par les voies cavéole et clathrine. Ce lien entre taille et voie d’endocytose est confirmé
par l'analyse par MET de la distribution intra-cellulaire des NPs en présence des inhibiteurs. On
observe une disparition totale des petits groupes cytoplasmiques de NPs de 15 nm lors de I'inhibition
de la voie cavéole. De méme 'inhibition de la voie macropinocytose entraine, pour toutes les tailles,
la disparition des vésicules cytoplasmiques de type endosomes de grandes tailles contenant les NPs.
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En conclusion, la taille des NPs influence les voies d’endocytose empruntées lors de leur inter-
nalisation par les cellules HPAECs cultivées sur un support rigide. Les NPs de 15 nm sont majoritai-
rement internalisées sous forme de petits groupes libres dans le cytoplasme cellulaire. La disparition
totale de ces groupes lors de I'inhibition de la voie cavéole en MET les lie & une endocytose cavéole
dépendante. La préparation des échantillon en MET peut géner la visualisation de petites vésicules
enrobant ces groupes de particules. Les différentes voies d’endocytose semblent amener & une inter-
nalisation des NPs de 15 50 et 100 nm dans des vésicules cytoplasmiques correspondant a la voie
de dégradation cellulaire. La majorité des trois types de NPs est stockée par les cellules dans les
lysosomes, sans transcytose apparente.
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2.4 Partie expérimentale

2.4.1 Préparation des NPs fluorescentes

La synthése des NPs utilisées dans cette étude a été réalisée par Stéphane Mornet, de I'Institut
de Chimie de la Matiére Condensée de Bordeaux (ICMCB - CNRS UPR 9048) dans le cadre du
partenariat sur le projet TiSiTrans financé par 'ANSES (Agence nationale de sécurité sanitaire de
Ualimentation, de ’environnement et du travail).

Trois tailles de NPs de silice fluorescentes ont été synthétisées selon une méthode dérivée du
protocole de [Van Blaaderen 1992]; 15, 50 et 100 nm. Pour les rendre fluorescentes, le fluorochrome
fluorescéine isothiocyanate (FITC) a été incorporé au coeur des NPs durant la synthése par liaison
covalente a I'agent de couplage aminé utilisé pour la croissance des particules : le aminopropyltrimé-
thoxysilane (APS). Pour cette raison, les NPs sont caractérisées par une longueur d’onde d’excitation
de 488 nm et une longueur d’onde maximum d’émission de 521 nm, correspondant au FITC.

2.4.1.1 Production des NPs de 15 nm

La synthése des NPs de silice de 15 nm se fait en une étape : on ajoute une solution d’organosilane
fluorescente (APS-FITC) de 5 mL a un mélange de 240 mL d’éthanol et de 5 mL de tétraéthoxysilane
(TEOS) dans une flasque a fond rond de 2L contenant 650 mL d’éthanol; 2,4 mL d’eau et 24,1
mL d’hydroxy-ammonium. La solution est laissée a réagir toute la nuit dans le noir a température
ambiante. [’éthanol et 'ammonium seront ensuite retirés par évaporation rotative a 40° C.

La purification des NPs se fait ensuite par ultracentrifugation tangentielle dans de ’eau ultra-
pure (18 MQ) avec un systéme Amicon (Millipore®, Billerica, USA) équipé d’une membrane d’une
porosité de 100 kDa, jusqu’a I’absence totale de détection de fluorescence dans le filtrat. Les NPs
fluorescentes sont rincées largement a ’eau ultrapure par centrifugations & 13000 g durant 15 minutes
jusqu’a disparition de la fluorescence dans le surnageant. La concentration de la solution est enfin
estimée par ICP-OES (Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry) et gravimétrie.

2.4.1.2 Production des NPs de 50 et 100 nm

La synthése des NPs de 50 et 100 nm commence par la dissolution de 5 mg de FITC dans 5 mL
d’APS dilué a 42,7 mM dans de I’éthanol. Aprés agitation pendant 12 heures, le silane fluorescent est
ajouté a une solution de 250 mL d’éthanol, 5mL de TEOS, 7,6 mL d’hydroxy-ammonium a 28 % et
10,9 mL d’eau ultra-pure maintenue a 50° C dans un bain d’huile. La réaction est faite pendant 12
heures dans le noir et sous agitation magnétique et permet ’'obtention de NPs de silice fluorescentes
d’un diamétre moyen de 30 nm.

Une deuxiéme étape de croissance de silice est ensuite effectuée afin d’obtenir la taille de NPs
souhaitée et une surface des particules suffisamment lisse. Elle est faite en versant 1 L de préparation
de NPs de 30 nm dans une flasque contenant 500 mL d’éthanol, 160 mL d’eau ultra-pure et 9,9 mL
d’hydroxy-ammonium (28%). Afin d’empécher une seconde nucléation dans le mélange, 18,2 mL de
TEOS sont ajoutés par deux fois, le tout espacé de 12 heures. Les NPs ainsi obtenues ont un diamétre
en observation MET de 50 nm. Le méme procédé est utilisé pour les NPs de 100 nm. Comme pour les
15 nm, I’éthanol et ’ammoniac sont ensuite évaporés a 40° C et les NPs sont rincées abondamment
a leau ultra-pure par centrifugations & 13000 g de 15 minutes jusqu’a disparition de la fluorescence
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résiduelle du surnageant. L’estimation de la concentration des solutions de NPs se fait par ICP-OES
et gravimétrie.

Les concentrations finales des solutions de NPs diluées dans de ’eau milliQ sont de :
7,4 mg/mL pour les NPs de 15 nm, 12,3 mg/mL pour les NPs de 50 nm et 19,3 mg/mL
pour les NPs de 100 nm. Ces solutions sont conservées a I’obscurité et a température
ambiante durant la durée de cette étude sans qu’une déstabilisation ait pu étre observée
(les solutions sont réguliérement déposées sur grille de MET afin de controler I’état des
NPs). Les solutions sont vortexées 30 secondes avant chaque utilisation.

2.4.2 Caractérisation de NPs en solution

La caractérisation des NPs en solution a été faite par diffusion dynamique de la lumiére (DLS
- Dynamic Light Scattering), mesure du potentiel zéta et observation directe par MET, dans les
différents milieux utilisés dans 1’étude (ECGM et ECBM - voir partie expérimentale sur la culture
cellulaire) et dans 1'eau.

FIGURE 2.283 — Appareils pour la caractérisation de NPs. a - Granulométre Vasco (Cordouan
Technologies) pour la mesure du diamétre hydrodynamique de NPs en solution. b - Zetamétre Wallis
(Cordouan Technologies) pour la mesure du potentiel zéta en solution. ¢ - Systéme d’effluvage pour
grilles de MET Elmo (Cordouan Technologies). d - Effet d’un effluvage sur le dépot d’un échantillon
liquide sur la grille de MET.

Mesure du diamétre hydrodynamique des NPs en solution. La mesure est effectuée 3 fois
pour chaque taille de NPs et par type de milieu sur l'appareil Vasco (Cordouan Technologies -
figure 2.23 a) a la concentration en NPs déterminée pour les expériences biologiques. Les solutions
ont été préparées fraichement avant chaque mesure et vortexées pendant 30 secondes. Le diamétre
hydrodynamique retenu correspond au pic principal en nombre relevé dans 1’échantillon.

Une mesure de I'évolution au cours du temps du diamétre hydrodynamique de NPs de 50 nm
a concentrations biologiques dans du milieu de culture complet (enrichi en sérum et facteurs de
croissances) a été réalisée en complément. Cette mesure met en avant une déstabilisation des NPs
au cours du temps et une agrégation / agglomération massive par la présence du sérum (voir figure
2.24).
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a. Intensité diffusée totale au cours du temps (intensité en Kcts/s vs temps en minute)
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FIGURE 2.2/ — Déstabilisation d’une solution de NPs 50 nm dans du miliew ECGM au cours du
temps. Augmentation de l'intensité diffusée totale au cours du temps. On remarque une augmentation
importante les premiéres heures puis une stabilisation aprés agrégation des NPs.

Mesure du potentiel zéta des NPs en solution. La mesure du potentiel zéta a été réalisée
3 fois par condition expérimentale sur I'appareil Wallis (Cordouan Technologies - figure 2.23 b).
Chaque mesure est composée de 6 enregistrements qui sont ensuite moyennés.

Déposition sur grilles carbonées pour observation de MET. Aprés effluvage pendant 40
secondes (Elmo Cordouan Technologies - figure 2.23 ¢) & 3 mA sous un vide de 0,3 mbar; 5 uL
de solutions fraichement préparées de NPs aux concentrations utilisées sont déposées pendant 30
secondes sur des grilles carbonées tenues par des pinces anti-capillaires. L’excés de liquide sera ensuite
épongé par la tranche avec un papier filtre de grammage 5. Les grilles sont laissées & ’air puis observées
sur le microscope électronique FEI CM120 sans ajout d’agents contrastants.

2.4.3 Culture cellulaire

L’internalisation et le transport de NPs de silice dans ’endothélium in-vitro ont été réalisés sur le
modéle cellulaire HPAECs (chapitres expérimentaux 2 et 3). L’étude rapportée dans le chapitre 4 de
ce manuscrit porte sur un type cellulaire différent qui sera développé dans le chapitre expérimental
correspondant. Toutes les étapes de cultures cellulaires sont réalisées dans un incubateur & 37° C, en
atmosphére humide et & 5 % de COs.

2.4.3.1 Modéle cellulaire

Les cellules HPAECs (Human Pulmonary Artery Endothelial Cells), cellules endothéliales hu-
maines pulmonaires artérielles sont achetées chez Promocell (Heidelberg, Allemagne) au passage 3
ainsi que tout milieu de culture sauf contre-indication. Elles sont amplifiées dans du milieu de culture
complet (ECGM) jusqu’au passage 4 - 5, puis trypsinées et congelées en aliquots de 500 000 cellules
en présence de 10% de FBS; formant le stock.

Chaque cryo-tube stock est décongelé et amplifié sur 2 fioles plastiques (T25; Costar, Corning,
New York, USA) jusqu’a confluence. Les cellules sont ensuite trypsinées et réensemencées selon les
besoin de l'expérience. Classiquement, les cellules sont ensemencées & une concentration de 50 000
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cellules/cm? sur des lamelles de verres recouvertes de fibronectine (Sigma-Aldritch). Ces cellules sont
cultivées jusqu’a confluence par un changement du milieu complet tout les deux jours.

2.4.3.2 Protocoles d’incubation des cellules avec les nanoparticules

L’exposition des cellules aux NPs est réalisée sur les cultures & confluences de cellules HPAECs.
Les NPs sont mises au contact des cellules pendant 1 heure aux concentrations décrites dans la partie
résultat de ce chapitre dans du milieu de culture basal (ECBM - Promocell) dépourvu de sérum, de
facteurs de croissance et de rouge de phénol. La solution de NPs est toujours préparée fraichement
avant la mise au contact des cellules. Aprés 3 ringages au PBS++-, les cellules sont remises en culture
pour une durée de 4 a 48 heures dans du milieu complet et fixées chimiquement pour la microscopie
électronique ou photonique (voir figure 2.25).

FIGURE 2.25 — Protocole d’application des NPs.

2.4.3.3 Toxicité cellulaire des NPs

Les cellules HPAEC sont ensemencées sur des plaques 96 puits a une densité de 10 000 cellules/cm?
dans du milieu de culture complet (ECGM) et laissées a adhérer pendant 48 heures avant traitement
avec les NPs (et les inhibiteurs chimiques pour les expériences d’inhibition des voies d’endocytose). Le
réactif WST-1 a été utilisé en accord avec les recommandations du fournisseur pour estimer la viabilité
des cellules. 24h aprés le traitement, le réactif WST-1 a été ajouté aux puits pendant un temps
d’incubation de 2 heures jusqu’a obtention d’une densité optique DO (évaluée par spectrophotométrie
a 450 nm) suffisante pour la quantification de la métabolisation du réactif. Pour les expériences
d’inhibition chimique des voies d’endocytose, la viabilité cellulaire a également été enregistrée 1
heure aprés le traitement et en présence des NPs.
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2.4.4 Expériences d’inhibition des voies d’endocytose

Pour toutes les expériences d’inhibition chimique des voies d’endocytose, les inhibiteurs sont
mis au contact des cellules dans du milieu de culture sans sérum (ECBM) pendant une heure (pré-
incubation). L’incubation avec les NPs est ensuite réalisée également en présence des inhibiteurs dans
du milieu ECBM. A la fin de Iincubation, les cellules sont rincées trois fois au PBS +-+ et fixées pour
I'observation en microscopies, ou décrochées pour la cytométrie en flux. Le protocole d’exposition
est résumé dans la figure 2.26. Les caractéristiques principales et les références des inhibiteurs sont
listées dans la table 2.3.

FIGURE 2.26 — Protocole d’application des NPs et inhibiteurs.

Voie d’endocytose Inhibiteur Concentration Description Bibliographie ~Référence
inhibée utilisée
Agit par abaissement
o . du pH sub-membranaire  [Koivusalo 2010]  SIGMA
pill\l/f)acc;fc;se Amiloride 100 uM et bloque les signaux [Thurn 2011] A3085
Rac-1 et cdc42
Inhibe la polymérisation
Cytochalasine 5 uM de lactine. Manque de [Bawa 2012] MERCK
D spécificité pour la [Partlow 2008] 250255
macropinocytose.
Inhibiteur de tyrosine
Voie e .. / kinases. Séquestration Thurn 2011 MERK
cavéole Génistéine 200 uM des cavéoles a la [[Puri 2001]] 345834
membrane plasmique.
Séquestration des puits
clathrine dans les
Voie clathrine Chlorpromazine 15 uM endoson.nesA \Inhibition de [[\]73\7212 ?gz)i]] 1;?;?;;
la formation a la membrane
plasmique.
Privation en énergie des
Voies énergie 2-déoxy-D- 90 mM cellules. Utilisé en [Partlow 2008| SIGMA
dépendantes glucose x NaN3 complément d’un milieu [Glenn 2009] D3179

pauvre en glucose.

TABLE 2.3 — Inhibiteurs utilisés dans les expériences d’inhibition de linternalisation des NPs de
silice dans les cellules HPAECs.
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2.4.4.1 Cytotoxicité des inhibiteurs et impact sur le tapis cellulaire

La cytotoxicité des inhibiteurs a été analysée de la méme maniére que précédemment pour les
NPs (voir figure 2.27 et table 2.4).

120

Pourcentage de cellules vivantes

Concentrations (voir table des concentrations)

B Cytochalasine D B Génistéine B Chlorpromazine O Amiloride O 2-Deoxy-D-Glucose

FIGURE 2.27 — Cytotozicité des inhibiteurs aprés une heure d’exposition. Test WST-1, les concen-
trations correspondantes sont indiquées dans la table 2.4. Les * indiquent une différence significative
par rapport au témoin (p<0,05).

Les concentrations en inhibiteurs (en rouge dans la table 2.4) sont choisies afin de limiter au
maximum l'effet cytotoxique des inhibiteurs sur les cellules tout en maintenant une bonne inhibition
de I'endocytose de marqueurs des voies : macropinocytose (Dextran 70k), clathrine (Transferrine) et
cavéoles (choléra toxine B).

Inhibiteur 1 2 3 4 5

Cytochalasine D (uM) 2,5 5 7,5 10 12,5
Génistéine (M) 100 200 300 400 500
Chlorpromazine (pM) 5 10 15 20 25
Amiloride (uM) 100 200 300 400 500

2-Déoxy-D-Glucose (mM) 10 20 30 40 50

TABLE 2.4 — Concentrations des inhibiteurs de la figure 2.27. Les concentrations choisies pour les
expériences d’inhibition sont mises en rouge.
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Afin de visualiser I'impact des inhibiteurs aprés les deux heures d’exposition et combinés aux NPs,
les cellules ont été fixées au paraformaldéhyde (PFA) 4 % pendant 20 minutes pour visualisation en
microscopie optique a épifluorescence (microscope inversé LEICA DMI 6000 équipé d’une caméra
LEICA DFC 350FX). Rapidement, les lamelles de verre portant les cellules ont été rincées trois fois
au PBS apreés fixation et incubées 10 minutes avec une solution de Hoescht34580 (Invitrogen) dans
du PBS a 5 ng/mL pour marquage des noyaux. Aprés ringage rapide a 'eau milliQ, les lamelles ont
été montées dans du milieu Dako sur lames et observées (voir figure 2.28).

FIGURE 2.28 — Effet des inhibiteurs chimiques sur ’aspect morphologique du tapis cellulaire apres
1 heure de pré-incubation et une heure d’incubation en présence de NPs 50 mm. Concentrations
choisies correspondant auz valeurs de la table 2.4. a - Témoin négatif; b - Cytochalasine D, perte
de morphologie des cellules; ¢ - Génistéine; d - Chlorpromazine; e - Amiloride; f - 2-Déoxy-D-
Glucose, perte d’adhérence des cellules. Echelle 25 pm.

L’état du tapis cellulaire est maintenu pour I’ensemble des inhibiteurs en MOE & l'exception de
la cytochalasine D qui provoque par son action sur le cytosquelette des modifications morphologiques
importantes des cellules. La privation en énergie par le 2-déoxy-D-glucose fragilise également le tapis
cellulaire et facilite le décollement des cellules (voir figure 2.28 f). Pour les autres conditions la
distribution des NPs sur le tapis cellulaire en MOE est semblable au témoin.

2.4.5 Cytomeétrie en flux

La cytométrie en flux est une méthode efficace de caractérisation et de quantification statistique
de particules en suspension. La cytométrie permet la quantification rapide des NPs internalisées dans
les cellules HPAECs par la mesure de fluorescence.
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2.4.5.1 Préparation des échantillons

Les cellules HPAECSs sont cultivées comme décrit précédemment. Pour les expériences de cytomé-
trie, les cellules sont ensemencées & 40 000 cellules/cm? dans des plaques de 12 puits (4 cm?) et mises
en culture pendant 48 heures. Les cellules sont ensuite pré-incubées pendant 1 heure en présence
des inhibiteurs des voies d’endocytose dans du milieu dépourvu de sérum (ECBM). Les cellules sont
ensuite exposées aux NPs en présence d’inhibiteurs pendant une heure. Aprés ringage au PBS +-+,
les cellules sont trypsinées, reprises dans du milieu complet (ECGM) et stockées sur glace. Un volume
de bleu trypan (0,25%) de 1,5 fois le volume de cellules est ajouté au dernier moment afin d’éteindre
la fluorescence des NPs non-internalisées au maximum |[Van Amersfoort 1994].

2.4.5.2 Acquisition des données

Les échantillons sont analysés sur un cytomeétre en flux (BD Biosciences FACS CANTO). Les
NPs sont détectées par excitation avec un laser a 488 nm. Un nombre d’événements de 10 000
cellules dans une zone excluant les débris cellulaires sur les critéres de diffusion axiale et de diffusion
orthogonale de la population cellulaire est enregistré pour chaque condition. Pour chaque expérience,
trois exemplaires par condition sont analysés.

2.4.5.3 Analyse des résultats

Les résultats sont exprimés en pourcentage des témoins positifs (NPs seules) de 'expérience. Des
expériences séparées dans le temps vont ainsi pouvoir étre comparées, ’étalonnage de la machine
induisant une variation entre les expériences. Les données collectées de trois expériences séparées et
exprimées en moyenne + ’écart-type. Les différences statistiques entre deux groupes ont été analysées
par un test de Student. Pour I'analyse des différences statistiques entre trois ou plus groupes, une
analyse de la variance uni-directionnelle (ANOVA) suivie d’'un test de comparaison multiple de
Bonferroni a été utilisé. Des valeur de p < 0,05 sont considérées comme indiquant une différence
statistiquement significative.

2.4.6 Microscopie électronique

La microscopie électronique a toujours joué un réle proéminent dans le domaine de la biologie
cellulaire. Jusqu’a récemment, cette approche a été utilisée majoritairement pour décrire des infor-
mations morphologiques. Le domaine de la microscopie électronique a néanmoins évolué vers une
technique multi-modale, quantitative et intégrée permettant la visualisation d’événements cellulaires
a I’échelle moléculaire.

La résolution sub-nanométrique des microscopes électroniques en font les outils de choix pour
I’observation d’événements au niveau sub-cellulaire. Ces capacités d’observation, une fois combinées
a l'utilisation de sondes développées pour leur grande spécificité, permettent la dissection fine de
structures intracellulaires s’avérant impossible par d’autres techniques. En vingt ans, les techniques
de préparation d’échantillon et particuliérement celles pour I'immunocytochimie et la stéréologie se
sont grandement complexifiées, répondant a de nouveaux besoins d’analyse. Les progrés importants
dans le développement de microscopes électroniques toujours plus puissants, I’acquisition de I'image
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automatisée, les caméras de plus en plus résolutives, le traitement de l'image et 'instrumentation
pour la préparation et I’analyse de matériel biologique ouvrent de nouvelles possibilités.

1l existe deux types de microscopes électroniques : le microscope électronique a transmission
(MET) et le microscope électronique a balayage (MEB). Dans les MEB I’échantillon est scanné par
un faisceau focalisé d’électrons qui produit des électrons secondaire en frappant ’échantillon. Ces
électrons secondaires générent une image correspondant a la surface de ’échantillon. En MET les
images résultent de la traversée du faisceau au travers de I’échantillon. L’image correspond alors &
une projection de I’ensemble de I’échantillon et pas seulement I'image de sa surface.

2.4.6.1 Résolution en microscopie électronique et limitations en biologie

La résolution en microscopie électronique a transmission est déterminée par la longueur d’onde du
faisceau d’électrons. On va pouvoir agir sur cette longueur d’onde en variant le voltage d’accélération.
La résolution théorique d’un microscope électronique a une tension d’accélération de 100 kV est de
0,003 nm. Cette résolution est bien différente de ce que l'on peut espérer attendre en pratique
et particuliérement pour des échantillons biologiques. En effet, la résolution maximale dans des
conditions optimales d’observation se situe plus aux alentours de 0,1 nm. Cette limitation provient
notamment des défauts optiques du systéme (aberrations au niveau des lentilles du microscope)
et & des problémes inhérents a la préparation des échantillons biologiques (problémes d’épaisseur
d’échantillons, de contraste, de dommages de I’échantillon dus a I’exposition au faisceau, etc.).

A titre de comparaison la résolution en MEB n’est pas limitée par les mémes facteurs. Contraire-
ment & la résolution en MET, la résolution en MEB n’est pas limitée par 'optique électronique mais
est fonction du diamétre minimal du faisceau capable d’exciter suffisamment d’électrons secondaires
du spécimen pour former une image. Plus le diamétre du faisceau sera fin et plus la résolution sera
bonne. La résolution en MEB, en conditions optimales, sur les appareils récents est proche du nm.

L’observation d’échantillons biologiques requiert une préparation particuliére. Les échantillons
biologiques sont principalement composés d’eau, un élément incompatible avec les vides poussés requis
pour 'observation en MET. Il est donc nécessaire d’éliminer ’eau des échantillons avant observation.
Différents protocoles existent afin de préserver la structure de ’échantillon et de préserver son état
au plus proche du vivant.

Le second obstacle pour I'observation d’échantillons biologiques en MET est la capacité limitée de
pénétration du faisceau d’électron dans I’épaisseur de I’échantillon. Les échantillons observés en MET
doivent étre extrémement fins pour permettre ’observation. Des protocoles permettent la découpe
des échantillons pour arriver & des épaisseurs observables. En fonction des appareils, I'épaisseur de
coupe observable varie entre 50 et 500 nm.

Le dernier critére principal pour 'observation en MET est le contraste de I'image. Le contraste
en MET dépend du numéro atomique des atomes constituants 1’échantillon. Plus le numéro atomique
de I'atome est important, plus les électrons sont déviés et plus le contraste sera fort. Les molécules
biologiques sont majoritairement composées d’atomes de faibles numéros atomiques (carbone, hy-
drogéne, oxygéne, azote, phosphore, sulfure etc.), il est donc nécessaire d’augmenter le contraste des
échantillons biologiques par I'utilisation de métaux lourds.

Ces problémes sont détaillés dans les parties traitant de la préparation des échantillons biologiques
pour la MET.
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2.4.6.2 Cryo-microscopie électronique

Une autre possibilité pour contourner le probléme de la présence d’eau dans ’échantillon bio-
logique est d’avoir recours aux techniques de microscopie électronique en glace vitreuse. La cryo-
microscopie permet d’immobiliser la phase aqueuse de 1’échantillon sous forme vitreuse dans la co-
lonne du microscope. En I’absence de cristaux de glace, ’échantillon est conservé dans ’état dans
lequel il se trouvait au moment de la congélation. Le contraste est trés faible car aucun agent contras-
tant n’est utilisé. Cette approche combinée & des approches de tomographie 3D permet d’obtenir une
structure 3D sur des échantillons congelés hydratés.

2.4.6.3 Microscopes utilisés dans cette étude

Trois types de microscopes électroniques ont été utilisés au cours de cette étude : les deux micro-

scopes électroniques a transmission de l'institut (FEI CM120, pour les coupes cellulaires en résine et
FEI Tecnai F20 pour la cryo-microscopie) et le microscope électronique bas voltage LVEMS5 (Delong
America - Cordouan Technologies) pour l'imagerie MEB (voir figure 2.29).

FIGURE 2.29 — Microscopes utilisés au cours de cette étude. a - FEI CM120, équipé d’une camera
CCD Gatan 2Kx 2K ; b - FEI Tecnai F20, équipé d’une caméra CCD Gatan 2Kx2K ; ¢ - LVEMS,
microscope électronique 5 kV de paillasse disposant des modes MEB, MET et STEM.

2.4.7 Préparation d’échantillons biologiques pour la microscopie électronique a
transmission

La préparation d’échantillon biologiques pour la microscopie électronique en transmission va dé-
pendre de I’échantillon. Plusieurs voies de traitement vont étre disponibles (voir figure 2.30). Cette
partie traitera des techniques classiques de préparation reposant sur ’inclusion plastique des échan-
tillons. Les techniques cryo et particuliérement le CEMOVIS et les techniques immunocytochimiques
seront développées dans la suite.
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FIGURE 2.30 — Techniques de préparations d’échantillons cellulaires biologiques pour la MET de-
veloppées au laboratoire. Les techniques reposant sur la fization chimique et l'inclusion résine sont
figurées en rouge et les techniques "cryo” en bleu.

2.4.7.1 Fixations chimiques d’échantillons cellulaires pour la MET

Le fixateur de choix pour la préservation des structures fines en MET conventionnelle est le
glutaraldéhyde. L’introduction de ce fixateur par Sabatini et al. en 1963 [Sabatini 1963| a révolutionné
la microscopie électronique pour la biologie cellulaire. Le glutaraldéhyde agit par pontage entre les
groupes amines des protéines et des amino-lipides. Les solutions de qualité "microscopie électronique"
contiennent une majorité de monomeéres et peu de formes oligomérisées du glutaraldéhyde ce qui
permet une meilleure pénétration dans I’échantillon.

Le glutaraldéhyde agit rapidement mais pénétre lentement les tissus, permettant une fixation
optimale des mono-couches cellulaires. Le maillage dense formé par le réseau protéique et le glutaral-
déhyde va néanmoins géner la reconnaissance des épitopes cellulaires diminuant largement 'efficacité
des marquages immunocytochimiques.

Pour pallier & ce probléme, on utilisera un mélange de paraformaldéhyde et de glutaraldéhyde
(fixateur de Karnowski) pour la fixation des échantillons destinés & I'immunocytochimie. Plus le
mélange sera riche en glutaraldéhyde et plus la conservation morphologique de I’échantillon sera
bonne, souvent au dépend du marquage immunocytochimique. L’utilisation de glutaraldéhyde va
également causer une légére auto-fluorescence de I’échantillon.

Les conditions classiques de fixation utilisées au cours de cette étude et les protocoles sont ras-
semblés ici.

Fixation morphologique. Les échantillons sont fixés au glutaraldéhyde 1,6% dans du tampon
phosphate 0,1 M pendant une heure. La solution de fixateur est ajoutée & double concentration au
milieu de culture de I’échantillon. Aprés une dizaine de minutes, une solution de fixateur fraiche est
substituée au mélange. Aprés fixation, les échantillons sont rincés trois fois au PBS. Si les échantillons
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sont destinés & étre utilisés ultérieurement, le fixateur n’est rincé qu’une fois afin de maintenir une
infime concentration de fixateur dans 1’échantillon et d’éviter toute réversion pendant le stockage.

Fixation immunocytochimique. Afin de préserver les épitopes de ’échantillon tout en conser-
vant une morphologie cellulaire optimale, les échantillons sont fixés de la méme maniére que pré-
cédemment par un mélange de PFA 4% et de glutaraldéhyde (entre 0 et 0,5% selon Defficacité du
marquage). Dans le cas de protocoles de marquages en pré-inclusion, une seconde étape de fixation
dans du glutaraldéhyde 1% en post-marquage permet de stabiliser I’ensemble.

Post-fixation au tétraoxyde d’osmium. Pour des études ultra-structurales une seconde étape
de fixation peut étre utilisée. Pour cette étape dite de "post-fixation", I’échantillon fixé par les
aldéhydes est incubé dans un bain de tétraoxyde d’osmium (OsO4) a une concentration de 0,5-1%
dans l'eau milliQ. Ce métal lourd, ponte les lipides et les protéines |Griffiths 1993] et apporte un
contraste général a 1’échantillon et particuliérement aux membranes (en raison de la forte affinité
de osmium pour les lipides). L’OsO4 pénétre les tissus trés lentement et agit principalement par
réaction avec les doubles liaisons et les groupes sulfohydryles des protéines.

Le protocole utilisé est le suivant : les échantillons conservés en tampon phosphate sont rincés a
Peau milliQ (en présence de phosphates ’OsO4 précipite, polluant I’échantillon) et mis au contact
d’une solution d’Os04 1 % pour une heure. Les échantillons sont ensuite rincés abondamment a 1’eau.
Dans le cas de préparations destinées & I'immuno-cytochimie, les temps de post-fixation a ’OsO4
sont limités & une dizaine de minutes afin de ne pas perturber le marquage.

Un protocole particulier a également été utilisé pour les expériences d’internalisation des NPs
de silice dans les cellules endothéliales. Ce protocole repose sur une post-fixation plus complexe en
présence notamment d’acide tannique et est développé dans la partie contrastes de ce chapitre.

2.4.7.2 Déshydratation et inclusion en résine d’échantillons biologiques

Déshydratation alcoolique. Aprés la post-fixation, les échantillons sont déshydratés dans un
gradient alcoolique croissant. Le protocole de déshydratation utilisé est développé ici :

¢ 5 minutes dans I’éthanol 50% ;

¢ 10 minutes dans ’éthanol 70% ;

¢ 10 minutes dans ’éthanol 96% ;

¢ 2 fois 10 minutes dans ’éthanol 100 % ultra-pur;

¢ 2 fois 10 minutes dans 'oxyde de propyléne ;

L’oxyde de propyléne peut étre remplacé par de I’éthanol 100% si I’échantillon comporte des plas-
tiques qui seraient détruits. Au cours de la thése, il est apparu que les étapes dans les concentrations
les plus faibles d’éthanol causaient apparemment une extraction du matériel biologique.

Inclusion en résine des échantillons. L’inclusion en résine se fait par différents bains a concen-
trations croissantes en résine dans l'oxyde de propyléne (ou I’éthanol absolu comme décrit précédem-
ment). Les échantillons sont laissés une heure dans un mélange 1/3; 2/3 puis 2/3; 1/3 de résine épon
(Inland Europe) et d’oxyde de propyléne. Les échantillons sont ensuite laissés dans la résine pure sur
la nuit. La résine est ensuite changée par de la résine fraiche pendant 3 heures juste avant I'inclusion.
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L’inclusion se fait, selon les échantillons, dans des gélules de gélatine ou des moules en poly-
mére spécialement dédiés. Les échantillons sont laissés deux jours dans une étuve a 65° C pour
polymérisation. Les lamelles de verres sur lesquelles les échantillons ont polymeérisé sont séparées de
I’échantillon en résine par des chocs thermiques entre azote liquide et eau bouillante. Si I’échantillon
doit étre coupé dans le sens transversal, il est ré-inclus en résine épon.

2.4.7.3 Obtention de coupes ultra-fines pour la MET

La technique la plus répandue pour 'observation de spécimen biologique épais est la coupe en
fines sections par ultramicrotomie. L’échantillon doit ici étre stabilisé par fixation ou cryo-fixation.
I1 doit posséder des propriétés physiques permettant la réalisation des coupes (rigidité et résistance).
L’échantillon rigide est ensuite placé sur un support adapté a 'ultra-microtomie. Les coupes se font
avec des couteaux en diamant (Diatomes et RMC) pour les coupes ultra-fines et des couteaux en
verre pour les semi-fines et les étapes de trim des échantillons. Les couteaux en verre sont réalisés au
laboratoire & partir de barres de verre en utilisant la machine GKM2 (RMC).

Epaisseur et orientation des coupes. Quatre types de coupes d’échantillons inclus en résine sont
réalisées classiquement : des coupes ultra-fine d’une épaisseur d’environ 50 nm pour les observations
de routine en MET, des coupes ultra-fines d’une épaisseur la plus fine possible selon I’échantillon et la
qualité de I'inclusion pour la microscopie en transmission a bas voltage, des coupes semi-fines d’une
épaisseur d’environ 200 nm pour la microscopie électronique a balayage et des coupes semi-fines de
500 nm environ d’épaisseur pour la détection des cellules par microscopie optique avant observation
MET. La majorité des échantillons traités dans cette étude est coupée dans le sens transversal au
tapis cellulaire afin de visualiser la cellule adhérente par la tranche.

Ultra-microtomie. Les étapes d’ultra-microtomie sont succinctement décrites ci-aprés et sur la
figure 2.35 : les échantillons sont installés sur le porte échantillon du microtome (2.35 a), une pyramide
est taillée dans le bloc de résine encadrant la zone d’intérét (2.35 b). Le porte-échantillon est ensuite
installé sur le bras de 'ultra-microtome et une premiére surface est faite avec un couteau de verre.
Une coupe semi-fine est réalisée et contrastée au bleu de toluidine afin de vérifier la présence des
cellules d’intérét (2.35 ¢). Un couteau en diamant est ensuite utilisé pour les coupes ultra-fines (2.35
d). Ces coupes sont récupérées sur les grilles de MET par flottation sur de 'eau contenue dans le
réservoir du couteau en diamant (la résine étant hydrophobe, les coupes flottent en surface de I’eau).
Un cil fin est utilisé pour guider les coupes sur la grille et les récupérer en les plaquant au mieux sur
le film. Les grilles sont laissées & 'air pour sécher et stockées en attendant I’étape de contraste.
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FIGURE 2.31 — Ultra-microtomie. a - Echantillon ré-inclus dans le sens transversal placé dans le
porte-échantillon du microtome. La fleche noire indique 'emplacement du tapis cellulaire. b - Vue
transversale de I’échantillon aprés réalisation de la pyramide. L’interface ot se situe la mono-couche
de cellules est visualisée par la pointe de fleche blanche. ¢ - Coupes semi-fines d’épaisseurs variables.
La couleur de la coupe reflete son épaisseur; de rouge (environ 100nm) a bleu (environ 200 nm). d -
Ruban de coupes ultra-fines flottant sur le réservoir du couteau. La fleche blanche indique la lame du
couteau diamant et le bloc de résine en cours de coupe. La couleur argentée-grise des coupes témoigne
de leur épaisseur de l'ordre de 50 nm.

2.4.7.4 Préparation de grilles pour la MET

En MET, les échantillons biologiques sont déposés sur des grilles métalliques a barreaux ou
pourvues d’un trou central. Afin de supporter ’échantillon un film fin de carbone et / ou de butvar
va étre déposé sur la grille. Ce film rempli deux réles, il permet le soutien de I’échantillon et la
dispersion des charges lors de I'exposition au faisceau.

1mm

FIGURE 2.32 — Grilles de microscopie électronique a transmission. a - Grilles de cuivre a barreaur,
type mesh. b - Grilles cuivre type slot.

La majorité des coupes plastiques observées dans cette étude ont été déposées sur des grilles de
cuivre "slot" (voir figure 2.32 b), pourvues d’un trou ovale au centre de la grille sur laquelle on aura,
au préalable, déposé un film de butvar. Le film est déposé & partir d’une solution de butvar 1% dans
du chloroforme sur une lame de verre par écoulement dans une burette. Le film est ensuite décollé de
la lame de verre par flottation sur de ’eau milliQ. Les grilles sont déposées sur le film directement
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sur 'eau et le tout est "péché" avec un morceau de parafilm. Les grilles sont conservées a I'obscurité
et & I'abri de la poussiére jusqu’a utilisation.

Les grilles dédiées au dépot de coupes ultra-fines pour la microscopie bas-voltage sont dépourvues
de film. Un fin grillage est utilisé permettant un support suffisant des coupes pendant ’observation
(voir figure 2.32 a). Pour les approches de particules isolées un film de carbone (le plus fin possible)
est évaporé sur des morceaux de mica lisses (via I'utilisation d’un évaporateur de carbone sous vide).
Ce film est ensuite déposé sur des grilles de type 300 mesh par flottation.

Enfin, pour les expériences d’immunocytochime qui nécessitent de laisser les grilles dans des
liquides pouvant potentiellement les oxyder, des grilles de nickel recouvertes d’un film de carbone
sont utilisées.

2.4.7.5 Contrastes des échantillons biologiques

Le contraste est I'une des étapes clefs de la préparation d’échantillons biologiques pour la micro-
scopie électronique. L’observation des échantillons passe donc généralement par ’ajout de contrastant
selon deux méthodes :

o Contraste positif. L’objet est déposé sur un support, contrasté chimiquement avec des sels
métalliques, séché et observé. L’échantillon va apparaitre sombre sur un fond clair. Le contraste
apporté aux coupes d’échantillons en résine est un contraste positif.

o Contraste négatif. L’objet est déposé sur un support et inclue dans un film de contrastant.
L’échantillon va apparaitre clair sur un fond sombre [Brenner 1959].

Contraste positif. Un grand nombre de protocoles de contraste positif existent, nous nous focali-
serons ici sur les trois principaux protocoles utilisés dans cette étude pour la microscopie électronique
& transmission classique.

o Contraste classique : acétate d’uranyle et citrate de plomb. Les coupes sont contrastées
par une double coloration : 20-30 minutes dans l'acétate d’uranyle 2-4% sur goutte ; rincées 4
fois & 'eau milliQ) sur gouttes puis contrastées en enceinte fermée (contenant des pastilles de
soude) 2-3 minutes au citrate de plombs. Le citrate de plombs précipite en présence de CO2,
de 'eau dégazée est utilisée pour les ringages suivants.

" acide tannique et OsO4. Ce contraste est

¢ Contraste par imprégnation "mordan
fait pour faire apparaitre un maximum de détails au niveau des membranes. Ce protocole se
substitue & ’étape de post-fixation. Les échantillons sont incubés une heure & ’obscurité et sur
glace avec une solution a 1% de tétraoxyde d’osmium et a 1,5 % de potassium ferrocyanide
dans I'eau milliQ. Les cellules sont ensuite traitées 30 minutes & température ambiante avec
une solution a 1% d’acide tannique aprés deux rincages rapides a ’eau. Une derniére étape
de 30 minutes dans une solution de tétraoxyde d’osmium & 1 % dans l'eau (sur glace et a
I'obscurité) est ensuite nécessaire. Les échantillons sont soigneusement rincés a 'eau milliQ. Ce
protocole est adapté de [Jiménez 2009]. L’acide tannique va se lier a ’'OsO4 et fait le lien entre
les deux bains d’OsO4. Les membranes sont donc contrastées par un "sandwich" d’OsO4 et
d’acide tannique. L’ajout du potassium ferrocyanide lors de la premiére étape limite le contraste
non-spécifique au niveau du cytoplasme. Une autre méthode pour augmenter le contraste des
membranes via l'utilisation de ’acide tannique est de ’ajouter au fixateur lors de la fixation
des cellules (& 1%).
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¢ Contraste rouge de ruthénium et acétate d’uranyle - citrate de plomb. Ce contraste
est sensiblement semblable au protocole classique de contraste sur coupes. La seule différence
est 'ajout de rouge de ruthénium (1%) lors de la fixation et de la post-fixation. L’affinité du
rouge de ruthénium pour les membranes externes va renforcer le contraste, particuliérement au
niveau des vésicules membranaires (comme par exemple les cavéoles [Thorn 2003]).

Coloration négative. Le protocole d’observation d’échantillons minces par coloration négative
s’applique principalement & des échantillons liquides. Il est semblable au protocole d’observation des
NPs en solution présenté précédemment. Les grilles de microscopie électronique recouvertes d’un
film de carbone sont rendues hydrophiles par efluvage. 5 puL. d’échantillon liquide sont déposés sur
la grille. L’excés de liquide est ensuite éliminé par la tranche. Si des traces de sels persistent dans
I’échantillon, la grille sera rincée sur gouttes d’eau milliQ.

Le contraste en coloration négative va étre apporté par la couche de contrastant enveloppant
I’échantillon biologique. L’image de I’échantillon va donc apparaitre en clair sur un fond sombre. Les
agents de contrastes utilisés sont des métaux lourds. L’agent de contraste le plus couramment utilisé
est lacétate d’uranyle (2-4 %).

2.4.8 Préparation d’échantillons biologiques pour la cryo-microscopie électro-
nique a transmission

La technique CEMOVIS (Cryo-Electron Microscopy of Vitreous Sections [Al-Amoudi 2004] de
préparation d’échantillon pour la cryo-microscopie électronique en transmission a fait ’objet d’un
développement important au laboratoire avec le travail d’Olivier Le Bihan. L’objectif est ici d’adapter
les supports de congélation haute pression permettant ’obtention d’une congélation des échantillons
dans une glace vitreuse nécessaire a 1’observation en cryo-MET & la congélation de cellules orientées
cultivées directement sur les supports. Classiquement cette technique est réalisée sur des suspensions
de cellules, ce qui ne permet pas de conserver I'information d’orientation des cellules et de travailler
sur des cellules polarisées et jointives.

2.4.8.1 Fixation physique d’échantillons orientés

Les supports de congélation haute-pression sont soigneusement nettoyés sous agitation dans un
mélange équivalent d’acide chlorhydrique et de peroxyde d’hydrogéne pendant 2 heures. Le cupules
sont ensuite rincées dans des bains d’eau milliQQ successifs. Aprés séchage, un gel d’acrylamide est
coulé dans les cupules. Un film plastique, combiné & un moule en aclar, sert a faire une emprunte dans
la surface du gel d’acrylamide afin que les cellules ne se situent pas en surface lors de la congélation.
Apreés polymérisation, 'excés d’acrylamide est éliminé sous une loupe binoculaire. La surface des gels
est ensuite modifiée par adsorption de fibronectine afin de permettre la culture cellulaire.

Les cellules sont ensemencées sur les cupules dans des plaques de culture cellulaire de 24 puits a la
densité souhaitée et laissées deux jours en culture. Les traitements nécessaires tels que I'incubation en
présence de NPs de silice ou avec des fluorophores permettant la détection in-situ dans le microtome
(Calcéine par exemple) sont réalisés juste avant la congélation sous haute-pression (Leica HPM100).
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FIGURE 2.33 — Congélation sous haute pression d’échantillons cellulaires orientés. a - Cupule sans
gel d’acrylamide. b - Cupule apres ajout du gel. ¢ - Congélateur sous haute pression Leica HPM100.
d - Cupule aprés congélation.

2.4.8.2 Cryo-ultramicrotomie

Les échantillons sont ensuite transférés dans la chambre de cryo-ultramicrotome (Leica UC6)
dont la température a été ajustée a - 150° C. La cupule est fixée au porte-échantillon par un mélange
d’éthanol et d’isopropanol qui va étre rigide & ces températures. La figure 2.34 présente ensuite les
étapes de préparation a la coupe. Les rubans de coupes sont récupérés sur des grilles de cuivre portant
un film de carbone et stockés dans I’azote liquide pour observation au cryo-microscope.

FIGURE 2.34 — Ultra-microtomie. a - FEtape d’usure de la cupule métallique permettant d’accéder
a léchantillon. On voit nettement l'interface se dessiner. b - Visualisation du tapis cellulaire par la
calcéine apres une premiére étape de trimming. ¢ - Récupération du ruban de coupes a l'aide d’un cil.
Le ruban est tenu en suspension pendant la coupe et va étre déposé sur la grille présentée en dessous.
d - Rubans déposés sur une grille.
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2.4.9 Microscopie corrélative in-situ

Plusieurs approches de microscopie corrélative peuvent étre appliquées entre les microscopies élec-
tronique en transmission et optique & fluorescence. La corrélation entre les deux types d’observation
peut étre directe (sur le méme échantillon) ou indirecte (sur deux coupes jointives par exemple).
La microscopie corrélative a pour but d’apporter un surplus d’informations par 1'utilisation de tech-
niques multi-modales. L’un des avantages est ici de pouvoir faciliter la visualisation du contexte de
nos échantillons aux échelles micrométrique et nanométrique.

Notre idée ici était de faciliter les étapes de préparation et de coupes en cryo-microtomie par une
étape de détection des régions d’intérét par fluorescence et ce directement dans la cuve du cryoultra-
microtome. Cette démarche initiée par Olivier Le Bihan dans le laboratoire a permis la création d’un
prototype de module fluorescent permettant la visualisation directe d’échantillons congelés dans la
cuve du microtome. Ce prototype reposait sur une source laser monochromatique pour ’excitation
de I’échantillon et un jeu de filtres long-pass placés sur le stéréo-microscope pour l'observation de
la fluorescence émise par I’échantillon. L’expertise de Cordouan Technologies a ensuite été proposée
pour le développement d’un module "multi-lambda" commercialisable.

Le module multi-lambda est composé d’une unité commerciale d’illumination & LED permettant
une excitation des échantillons a trois longueurs d’ondes différentes : 365, 470 et 530 nm. Ces longueurs
d’ondes correspondent aux fluorophores les plus communément utilisés en biologie. Un flexible en
fibre optique permet de conduire la lumiére vers I’échantillon. Un colimateur situé a l'extrémité de
la fibre optique va permettre de faire le point sur I’échantillon & une distance pouvant aller jusqu’a
une dizaine de centimétres. L’échantillon cryo va donc pouvoir étre illuminé depuis I'extérieur de la
chambre sans difficulté. La fibre optique rigide permet un positionnement facile de I'illumination ne
génant pas 'utilisateur pendant la coupe.

FIGURE 2.35 — Module multi-lambda. A gauche, vue de la chambre du cryoultramicrotome en
présence des trois modes d’illumination du module. a - Pyramide contenant un culot de cellules
incluses en agarose (méthode Tokuyasu), vue en lumiére classique. b - Marquage Hoescht des noyaux
permettant la visualisation du culot cellulaire. ¢ - Marquage TRITC des fillaments d’actine par la
phalloidine.

Un jeu de filtres correspondant & chaque longueur d’onde de travail vient s’adapter sur la base du
stéréo-microscope et permet la visualisation du signal fluorescent. Un exemple de fonctionnement est
présenté en figure 2.17. Les limitations de ’appareil ne se situent pas dans la capacité d’illumination
mais plutét dans la résolution maximale pouvant étre atteinte par le stéréomicroscope.
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2.4.10 Caractérisation de I’adhérence cellulaire aprés exposition aux NPs

La caractérisation de I’adhérence cellulaire aprés exposition aux NPs commence par 1’étalonnage
de l'intensité de la force de décrochement qui doit étre appliquée aux cellules. Cette force est définie
en absence de processus cellulaires et correspond & la résistance initiale des cellules au décrochement.
Cette force est ensuite utilisée pour déterminer la récupération de la capacité d’adhérence des cellules
au fur et & mesure du temps aprés un premier décollement. L’objectif est ici de quantifier 'effet des
trois types de NPs sur la mise en place des processus d’adhérence cellulaire. Les protocoles utilisés
ici ont été adaptés de [McClay 1998|.

2.4.10.1 Résistance initiale au décrochement

Cette expérience mesure I’adhésion des cellules au support & 4°C. Un schéma simplifié de I'expé-
rience est présenté en figure 2.36. Les cellules cultivées a confluence sur des flasques T25 sont exposées
aux NPs aux concentrations infra-toxiques pendant une heure a 37° C. Aprés trois ringages au PBS
+-+, les cellules sont trypsinées et culottées. Elles sont reprises dans du milieu complet (ECGM) et
ensemencées sur des plaques 48 puits & 18 000 cellules/cm?. Toutes les étapes se font a 4°C afin de
bloquer les processus cellulaires. Les cellules sont ensuite plaquées au fond des puits par une premiére
étape de centrifugation douce dans le sens normal a 35 g. Cette étape se fait dans une centrifugeuse
réfrigérée pourvue d’un rotor permettant la centrifugation de plaques 48 puits. Les puits sont com-
plétés afin d’étre remplis au maximum avec du PBS++. Les plaques sont ensuite recouvertes d’un
parafilm tendu et d’un couvercle afin de les sceller hermétiquement et de prévenir toute fuite. Les
plaques sont ensuite centrifugées 5 min a différentes vitesses variant entre 0 et 200 g. L’objectif est
ici de déterminer la vitesse nécessaire pour obtenir un décollement maximal en absence de processus
actifs d’adhésion au support.

FIGURE 2.36 — Schéma simplifié de lexpérience d’adhésion cellulaire au support. Adapté de
[McClay 1998].

La quantification se fait par sélection aléatoire de dix champs non-recouvrants sur un microscope
optique droit. La quantité de cellules par champ est ensuite comptée par condition et comparée aux
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témoins. L’intensité maximale de décrochement pour les cellules exposées aux NPs est atteinte pour
200 g (voir figure 2.37). On remarque une perte d’adhérence initiale des cellules incubées avec les
NPs par rapport aux cellules non-traitées & partir de vitesses de centrifugation de 20 g.

FIGURE 2.37 — Adhérence initiale des cellules exposées auxr NPs. Les cellules sont maintenues a
4°C pendant la totalité de ’expérience.

2.4.10.2 Deétachement cellulaire aprés remise en culture

Le protocole est assez semblable & ’expérience d’adhésion précédente. Les cellules sont mises au
contact des NPs pendant une heure sur flasque T25. Trypsinées, elle sont reprises dans du milieu
complet et conservées & 4° C avant ensemencement sur les plaques 48 puits recouvertes de fibronectine
a4 18 000 celllules/cm?. Les cellules sont ensuite plaquées au fond du puits par centrifugation a 35
g et mises a 37° C pendant des temps croissants de 5, 15, 30 minutes, 1 et 24 heures. Les plaques
sont ensuite rendues hermétiques comme précédemment et centrifugées le fond vers le haut pendant
5 minutes & 200 g. 200 g étant la vitesse pour laquelle une majorité des cellules témoins étaient
décrochées dans 'expérience précédente. La quantification se fait de la méme maniére que dans
I'expérience précédente.
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3.1 Objectifs de I’étude

Les résultats présentés au chapitre précédent montrent un lien entre la taille des NPs et les voies
d’endocytose : macropinocytose, clathrine et cavéole dépendantes. Malgré de nombreuses observa-
tions, aucune NP n’a pu étre observée entre le support de culture et la membrane basale des cellules.
La présence d’un support rigide au niveau de la face basale de la cellule serait potentiellement la
cause de I'absence de transport trans-endothélial des NPs. Celles-ci prennent le chemin des voies de
dégradation endo-lysosomiales et sont stockées dans les lysosomes.

L’objectif de cette partie de I’étude est d’utiliser un systéme de culture cellulaire spécialement
développé pour I’étude du transport des NPs dans le but de mettre en évidence une traversée de
la barriére endothéliale (voir figure 3.1). Les cellules sont cultivées sur un insert supporté composé
d’une membrane poreuse permettant un échange entre les compartiments basaux et apicaux. Le tapis
cellulaire forme 'interface entre ces deux compartiments.

FIGURE 3.1 — Coupe transversale de cellule HPAEC cultivée sur membrane supportée observée en
MET. N - noyau; C - cytoplasme ; M - membrane supportée; P - pore. Echelle 500 nm.

Cette étude se focalise sur le suivi du transport trans-cellulaire des NPs dans une mono-couche
de cellules endothéliales HPAECs par MET.

La premiére partie de 1’étude consiste & caractériser la barriére endothéliale cultivée sur les
inserts supportés et & mesurer sa perméabilité. La construction d’un endothélium étanche nous
permet de mieux suivre le passage trans-cellulaire des NPs en limitant le passage para-cellulaire
(entre les cellules).

La seconde partie de ’étude analyse la distribution des NPs de maniére qualitative dans I’échan-
tillon par MET pour les trois types de NPs.

La troisiéme partie de I’étude apporte une information quantitative & I’observation de MET par
I'utilisation d’outils stéréologiques pour ’étude du suivi intra-cellulaire et trans-cellulaire des NPs.
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3.2 Résultats

3.2.1 Caractérisation de la barriére endothéliale reconstituée

Toutes les expériences présentées dans ce chapitre ont été réalisées sur des tapis cellulaires cultivés
sur des membranes supportées de type Transwell® pourvues de pores de 0,4 um de diamétre.

3.2.1.1 Permeéabilité de la mono-couche cellulaire

Deux critéres principaux permettent de définir la perméabilité d’un tapis cellulaire : sa résistance
électrique, également appelée résistance trans-endothéliale (RETE), exprimée en ohm/cm? et son
coefficient de perméabilité au passage du Lucifer Yellow exprimé en cm/sec. La figure 3.2 montre
I’évolution de ces deux paramétres au cours du temps de culture.

FIGURE 3.2 — Evolution temporelle du coefficient de perméabilité et de la résistance électrique de
la mono-couche cellulaire.

L’évolution de la RETE au cours du temps est comparée au témoin négatif correspondant a
une membrane Transwell dépourvue de cellules. On remarque une augmentation lente lors des deux
premiers jours de culture aprés ensemencement, puis une augmentation rapide entre le deuxiéme et
troisiéme jour et enfin un plateau a partir du troisiéme jour autour de 45 ohm/cm?.

Dans le méme temps, le coefficient de perméabilité au passage du Lucifer Yellow décroit progres-
sivement. Le tapis cellulaire est toujours trés perméable jusqu’au deuxiéme jour puis diminue bruta-
lement entre le deuxiéme et quatriéme jour de culture. On considére que la mono-couche cellulaire
est suffisamment imperméable aprés 'augmentation de la RETE et la diminution du transport du
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Lucifer Yellow, ce qui est obtenu aprés le troisiéme jour aprés ensemencement. Toutes les expériences
de transcytose, présentées dans ce chapitre, ont été réalisées au troisiéme jour aprés ensemencement.

¢ Diminution de la perméabilité de la mono-couche cellulaire au cours du temps de
culture.

3.2.1.2 Influence des NPs sur la perméabilité de la mono-couche cellulaire

L’exposition des cellules aux NPs modifie la perméabilité de la mono-couche cellulaire. La RETE
de la mono-couche cellulaire varie aprés exposition aux NPs (voir figure 3.3). Aprés une heure d’ex-
position aux NPs, on enregistre une trés faible diminution de la RETE pour les trois types de NPs.
Cette diminution est proportionnelle a la taille des particules avec un effet maximal pour les NPs
de 100 nm. Néanmoins, la valeur de RTE reste suffisamment élevée (RETE > 40 ohm/cm? pour les
trois tailles) et correspond a la valeur mesurée pour un temps de culture de 3-4 jours (figure 3.2).

FIGURE 3.3 — Evolution de la RETE au cours du temps aprés exposition aux trois types de NPs.

24 heures aprés exposition, la RETE reste stable pour les NPs de 15 et 50 nm, indiquant ainsi un
maintien de I'étanchéité de la mono-couche cellulaire (RETE > 40 ohm/cm?). Pour les NPs 100 nm,
la RETE de la mono-couche cellulaire diminue (RETE < 40 ohm/cm?), montrant une augmentation
de la perméabilité.

¢ La RETE de la mono-couche cellulaire est faiblement modifiée aprés une heure
d’exposition aux NPs.
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3.2.1.3 Caractérisation des jonctions intercellulaires aprés exposition aux NPs

Un immuno-marquage de ZO1 (protéine constituante des jonctions intercellulaires) a été réalisé
(voir figure 3.4). Un marquage dense des jonctions intercellulaires est observé dans toutes les condi-
tions testées. L’incubation des cellules avec les NPs de 15, 50 et 100 nm ne semble pas perturber
I'organisation des jonctions intercellulaires aprés une heure d’incubation.

FIGURE 3.4 — Localisation de ZO1 par immuno-fluorescence aprés 1 h d’exposition aux trois types
de NPs. En absence de traitement, on observe un marquage de ZO1 au niveau des jonctions intercel-
lulaires (a, fleches blanches). Le marquage ZO1 est maintenu aprés une heure d’exposition auxr NPs
de 15nm (b), de NPs 50 nm (c) et de 100 nm (d). Noyauz en bleu, NPs en vert et marquage ZO1
en rouge. Echelle 25 pm.

La MET montre des jonctions intercellulaires bien établies confirmant le résultat d’immuno-
fluorescence (voir figure 3.5, page suivante). Les jonctions présentent une morphologie en "doigts de
gants" ou paralléle caractéristiques des tapis cellulaires endothéliaux (doubles fleches). Le tapis ne
s’organise pas en couches superposées de plus de deux cellules. De plus, il est & noter qu’aucune NP
n’a été observée au niveau des jonctions intercellulaires.

¢ La cohésion des jonctions cellulaires est maintenue aprés exposition d’une heure
aux trois types de NPs.
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FIGURE 3.5 — Morphologie des jonctions cellulaires aprés exposition aux NPs : a-c - NPs 15 nm;
d-f - NPs 50 nm; g-i - NPs 100 nm. Les jonctions cellulaires peuvent s’organiser entre deux cellules

superposées (d-f, h-i) ou en "doigts de gants" (b-c, g). Les cellules sont indiquées par c1 et c2. Les
fleches indiquent les zones de jonctions. Echelle 0,5 pm.
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3.2.2 Transcytose des NPs sur membranes supportées

L’interaction NPs-cellules et le trafic intra-cellulaire sont analysés par MET. Les cellules cultivées
sur membranes supportées sont coupées dans le sens transversal. Les figures 3.6, 3.7 et 3.8 présentent
un exemple représentatif des cellules incubées avec les NPs de 15, 50 et 100 nm.

3.2.2.1 Transport trans-cellulaire des NPs de 15 nm

Les NPs de 15 nm sont observées aux surfaces apicale et basale des cellules, ainsi que internalisées
dans le cytoplasme. Afin d’illustrer la distribution intracellulaire et la transcytose des NPs de 15 nm,
trois zones cellulaires ont été agrandies (voir figure 3.6) :
¢ La zone a située au niveau de la jonction avec la cellule avoisinante, présente des NPs de 15 nm
rassemblées en groupes importants a la membrane apicale en cours d’internalisation (fléches).

¢ La zone b présente de petits groupes de NPs internalisés libres dans le cytoplasme ou contenus
dans de petites vésicules. Ces groupes peuvent accéder a 'espace sub-cellulaire (pointes de
fleches, figure 3.6 b) au niveau de la membrane basale.

o Lazone ¢ montre un regroupement de NPs de 15 nm contenues dans une vésicule fermée (pointe

de fleche). Un deuxiéme groupe de NPs en cours de sortie du coté basal de la cellule est visible
au niveau de 'un des pores (fléche).

FIGURE 3.6 — Internalisation et transcytose de NPs de 15 nm dans des cellules HPAECs cultivées
sur membranes supportées. Coupe transversale d’une cellule, dont trois zones ont été agrandies. a -
NPs 15 nm en groupes a la membrane apicale (fleches). b - NPs libres dans le cytoplasme en petits
groupes accédant a l’espace sub-cellulaire (pointes de fleches). ¢ - NPs regroupées dans une vésicule
(pointe de fleche), et groupe de NPs en cours de libération dans l’espace sub-cellulaire (fleche). N -
noyau. Echelle 0,5 ym. Un agrandissement de la figure est placé en anneves (B.1).

o Les NPs de 15 nm sont distribuées par petits groupes libres dans le cytoplasme
ou dans de petites vésicules, & la membrane apicale et dans de larges vésicules
cytoplasmiques.

o Les NPs 15 nm peuvent accéder a ’espace sous cellulaire par petits groupes ou
par groupes plus importants.
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3.2.2.2 Transport trans-cellulaire des NPs de 50 nm

Les NPs de 50 nm sont observées aux surfaces apicale et basale des cellules, ainsi que internalisées
dans le cytoplasme (voir figure 3.7). La membrane Transwell® est arrachée sur la plupart de la
longueur de la cellule. Néanmoins, un fin bandeau de résine reste présent du cété basal, permettant
de visualiser les NPs de ce coté. Afin d’illustrer la distribution intracellulaire et la transcytose des
NPs de 50 nm, trois zones ont été agrandies :

¢ La zone a montre des NPs en cours d’internalisation le long de la membrane apicale (fleche).
On notera la présence de groupes de trois et plus NPs, représentant une taille supérieure & une
centaine de nm (fleches blanches). Des NPs de 50 nm sont endocytées, isolées, au niveau de la
membrane apicale (pointes de fleches blanches).

o La zone b présente les NPs libres dans le cytoplasme en petits groupes (pointes de fléche
noires) et a l'intérieur d’un lysosome (fléche noire). On note la présence de NPs isolées dans le
cytoplasme (pointes de fleches blanches).

¢ La zone ¢ montre les NPs 50 nm regroupées dans de larges vésicules bien définies avec des débris
membranaires correspondant & des endosomes / lysosomes (fléches). On notera également la
présence de ces larges groupes au niveau de la membrane basale, en cours de libération dans
le compartiment basal (pointe de fleche).

=y

FIGURE 3.7 — Internalisation et transcytose de NPs de 50 nm dans des cellules HPAECs cultivées
sur membranes supportées. Coupe transversale d’une cellule, dont trois zones ont été agrandies. a -
Internalisation des NPs a la membrane apicale en groupes (fleches blanches) ou isolées (pointes de
fleches blanches). b - NPs libres dans le cytoplasme isolées (pointes de fleches blanches) ou en groupes
(pointes de fleches noires), dans une vésicule (fleche noire). Corps de weibel palade (fleche orange).
¢ - NPs localisées en groupes dans des vésicules de types endosomes / lysosomes (fleches) et en cours
de libération au niveau de la membrane basale (pointe de fleche). N - noyau. Echelle 0,5 ym. Un
agrandissement de la figure est placé en annexes (B.2).

o Les NPs de 50 nm sont distribuées dans des vésicules fermées et libres dans le cy-
toplasmes. Les NPs dans le cytoplasme sont majoritairement isolées mais quelques
petits groupes peuvent étre observés.

¢ Les NPs de 50 nm accédent a I’espace sous cellulaire en groupes.
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3.2.2.3 Transport trans-cellulaire des NPs de 100 nm

Les NPs de 100 nm sont observées aux surfaces apicale et basale des cellules, ainsi que internalisées
dans le cytoplasme (voir figure 3.8). Afin d’illustrer la distribution intra-cellulaire et la transcytose
des NPs de 100 nm, trois zones ont été choisies sur une cellule cultivée sur membrane supportée :

o La zone a montre des NPs isolées dans le cytoplasme (fléches blanches). On note la présence
de corps de Weibel-Palade, caractéristiques de la barriére endothéliale in-vivo (fléches orange).

¢ La zone b présente des NPs de 100 nm dans des vésicules fermées contenant également des
fragments membranaires (fléche blanche).

o La zone c présente ’ensemble des distributions intracellulaires observables sur 1’échantillon.
Les NPs sont en cours d’internalisation & la membrane apicale (pointes de fléches blanches) et
en cours de regroupement dans une large vésicule cytoplasmique (fleche blanche). On notera la
présence de NPs libres dans le cytoplasme et la présence d’une vésicule cytoplasmique contenant
des NPs ouvertes sur le compartiment basal (fleche noire).

FIGURE 3.8 — Internalisation et transcytose de NPs de 100 nm dans des cellules HPAECs cultivées
sur membranes supportées. Coupe transversale d’une cellule, dont trois zones ont été agrandies. Les
fleches orange indiquent des corps de Weibel-Palade, reconnaissables a leur structure tubulaire. a -
NPs isolées dans le cytoplasme (fleches blanches). b - NPs dans une vésicule contenant des débris
membranaires et cellulaires (fleche blanche). ¢ - NPs en cours d’internalisation (pointes de fleches
blanches), distribuées dans de larges vésicules intracellulaires (fleche blanche) et pouvant étre ouvertes
sur le compartiment basal (fleche noire). N - noyau. Echelle 0,5 ym. Un agrandissement de la figure

est placé en annexes (B.3).

o Les NPs de 100 nm sont distribuées entre : NPs contenues dans des vésicules
fermées et NPs libres dans le cytoplasme (semblant entourées d’une membrane).

o Les NPs de 100 nm accédent a I’espace sous cellulaire en groupes provenant de
vésicules.



100 Chapitre 3. Transcytose

3.2.3 Quantification stéréologique de la transcytose et de la distribution intra-
cellulaire des NPs

La résolution de la MET permet de compter des NPs individuelles et de visualiser directement leur
localisation intracellulaire. Il est possible de quantifier la transcytose des NPs dans les échantillons,
ainsi que leur distribution intracellulaire sur les images de MET. L’objectif est de compter directement
les NPs sur les images MET en utilisant la stéréologie. Les méthodes utilisées sont décrites dans la
partie expérimentale de ce chapitre.

3.2.3.1 Quantification de la transcytose aprés une heure d’exposition aux NPs

Le passage des NPs du coté basal de la cellule a été observé pour les trois types de NPs (voir
figure 3.9, fléches noires).
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FIGURE 3.9 — Exemples de transcytose pour les trois tailles de NPs : 15 nm, 50 nm et 100 nm. a
- Transcytose de NPs de 15 nm, de petits groupes de NPs accédent au compartiment basal (fleches).
b - De larges groupes de NPs de 50 nm accédent o l'espace sub-cellulaire (fléches). ¢ - Exemple
de superposition d’une grille cycloide de 0,08 um?® pour le comptage du volume cytoplasmique. d -
Exemple de superposition d’une grille cycloide de 0,008 um? pour le comptage du volume de NPs de
100 nm.

Afin de quantifier ce transport, des méthodes systématiques d’échantillonnage en cascade sont
utilisées afin d’assurer la représentativité des comptages statistiques : deux échantillons sont analy-
sés par condition, quatre zones sont sélectionnées aléatoirement sur les tapis cellulaires et coupées,
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quatre cellules consécutives sont ensuite observées sur chaque coupe. Un total de seize cellules est
donc observé par condition sans sélection par I'observateur. Les principes de base de la stéréologie
permettent alors d’évaluer la distribution des NPs dans 1’échantillon. Les ratios volumiques de NPs
par rapport au cytoplasme cellulaire sont calculés. Un exemple d’évaluation du volume de NPs a par-
tir d’'une image 2D par le comptage des intersections avec une grille cycloide est présenté en figure
3.9 c-d. L'utilisation de grilles cycloides de tailles différentes permet la quantification des différents
types de NPs.
La figure 3.10 présente la répartition des NPs au sein de 1’échantillon aprés une heure de culture.
Trois pseudo-compartiments ont ici été définis lors du comptage des NPs :
¢ Membrane apicale. Ce compartiment comprend toutes les NPs en contact direct avec la
membrane apicale. Les NPs incluses dans la matrice de résine au-dessus de la mono-couche
cellulaire sont exclues.
¢ Internalisées. Ce compartiment comprend toutes les NPs intra-cellulaires.
o Membrane basale. Comme pour la membrane apicale, ce compartiment comprend toutes les
particules au contact de la membrane basale excluant celles associées au support de culture.
Les NPs qui ne sont pas en contact direct avec les membranes apicale et basale ne sont pas prises
en compte car il serait alors difficile de fixer une limite & la zone & analyser.

FIGURE 3.10 — Quantification par stéréologie de la localisation des trois types de NPs au contact des
cellules. Pourcentage du volume de NPs comptées sur l’échantillon. Les barres d’erreurs représentent
Uerreur type de la moyenne (SEM).

On observe, sur la figure 3.10, une répartition des NPs au sein de ’échantillon dépendant de leurs
tailles. La majorité des NPs de 15 nm sont localisées & 'intérieur des cellules. Cette part diminue
pour les NPs de 50 et de 100 nm au profit des NPs localisées a la membrane apicale. Cela montre
une prise en charge potentiellement plus lente de ces particules au niveau apical. Cette hypothése
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est renforcée par la quantité importante de NPs de 15 nm localisées a la membrane basale (22%) par
rapport aux NPs de 50 (17%) et 100 nm (16%).

¢ Le volume de NPs retenu a la membrane apicale augmente avec la taille des NPs.
¢ Le volume de NPs internalisées et localisées a la membrane basale est supérieur
pour les NPs de 15 nm.

3.2.3.2 Distribution intra-cellulaire des NPs

Une grande quantité de NPs sont a l'intérieur des cellules. Il est ici intéressant de chercher a
analyser leur distribution en détail dans la cellule.

La figure 3.11 présente la localisation intra-cellulaire des NPs en termes quantitatifs dans la cellule.
Le pourcentage de la population de NPs dans les échantillons est présenté selon trois catégories de
localisations :

o NPs isolées libres dans le cytoplasme.

o NPs regroupées libres dans le cytoplasme ou dans de petites vésicules cytoplasmiques parfois

difficilement identifiable.
o NPs regroupées dans de larges vésicules définies et fermées (types endosomes, lysosomes).

FIGURE 3.11 — Quantification par stéréologie de la localisation intracellulaire des trois types de
NPs. Pourcentage du volume de NPs comptées sur l’échantillon. Les barres d’erreurs représentent
Uerreur type de la moyenne (SEM).

On note, ici, une répartition des NPs au sein de la cellule qui varie en fonction de la taille :
¢ Les NPs de 15 nm sont majoritairement dans le cytoplasme sous forme de petits groupes de NPs
libres (64%). Une faible part de ces NPs est répartie de maniére isolée dans la cellule (11%).
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On remarque que 25% du volume de particules de 15 nm est localisé dans les endosomes et
lysosomes.

o La part de NPs sous forme de groupes libres ou enfermées dans une petite vésicule dans le
cytoplasme décroit avec la taille (64%, 40% et 14% pour les NPs de 15, 50 et 100 nm).

¢ Inversement, la quantité de NPs contenues dans de larges vésicules ou isolées dans le cyto-
plasme augmente avec la taille. Les NPs de 100 nm sont, pour une large majorité, soit dans les
endosomes (50%), soit libres dans le cytoplasme(36%).

o Les NPs de 15 nm sont majoritairement libres dans le cytoplasme sous forme de
petits groupes.

¢ La quantité de NPs isolées dans le cytoplasme et regroupées dans de larges vésicules
augmente avec la taille.

3.2.3.3 Analyse par MET du devenir a long terme des NPs

Les résultats de l'effet des NPs sur la RETE au cours du temps montrent une augmentation de
la perméabilité de la monocouche cellulaire 24 heures aprés exposition aux trois types de NPs. Un
passage par paracytose des NPs est alors possible. La présence de NPs du c6té basal n’est alors plus
uniquement imputable & un transport trans-cellulaire. Il a donc été choisi de restreindre 'étude du
devenir a long terme des NPs a I’évolution de leur répartition intracellulaire.

On observe les NPs (15, 50 et 100 nm) majoritairement regroupées dans de larges vésicules fermées
(voir figure 3.12). On peut occasionnellement trouver des NPs isolées dans le cytoplasme pour les
deux plus grandes tailles mais pas pour les 15 nm. Ces amas de NPs sont regroupés majoritairement
dans les parties les plus épaisses des cellules en périphérie du noyau.

FIGURE 3.12 — Cellules HPAEC cultivées sur membranes supportées, exposées une heure auxr NPs
puis remises en culture 24 heures. a - 15 nm; b - 50 nm; ¢ - 100 nm.

L’évolution de la répartition des NPs 24 heures aprés exposition a été quantifiée par stéréologie
(voir figure 3.13). On observe ici un changement dans la distribution intracellulaire des NPs par
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rapport & celle & une heure. La grande majorité des trois types de NPs est regroupée dans les
endosomes et lysosomes (81%, 94% et 71% des NPs de 15, 50 et 100 nm sont distribués dans des
vésicules). 21% des NPs de 100 nm sont toujours libres et isolées dans le cytoplasme cellulaire.

FIGURE 3.13 — Quantification par stéréologie de la répartition intra-cellulaire des trois types de NPs
apreés exposition 1 heure et remise en culture pendant 24 heures. Les barres d’erreurs représentent
Uerreur type de la moyenne (SEM).

Les NPs semblent s’accumuler au cours du temps dans les endosomes (puis potentiellement dans
les lysosomes). Une évaluation de 'intensité de cette accumulation est envisagée par comparaison
directe des rapports volumiques de NPs & une heure et 24 heures (voir figure 3.14). Pour les NPs de
50 nm, le volume de NPs internalisées 24 heures aprés exposition est équivalent a 253% du volume
quantifié & une heure. Pour les NPs de 100 nm on observe une augmentation de 260% du volume par
rapport & une heure. Cette augmentation peut s’expliquer par la grande quantité de NPs présente a
la membrane apicale des cellules. Malgré les étapes de ringage avant remise en culture, il est difficile
de décrocher les NPs. Ces derniéres pourraient alors continuer leur processus d’internalisation. De
plus, si une faible partie seulement des NPs internalisées est éliminée du coté basal, il est normal
d’observer une accumulation dans les cellules.

A contrario, les NPs de 15 nm ne sont pas accumulées dans les cellules au cours du temps. On
observe une diminution du ratio volumique des NPs de 15 nm de l'ordre de 60% entre une heure et
24 heures. Les NPs de 15 nm se distinguent des NPs de 50 et 100 nm par un comportement différent
a long terme. S’internalisant plus rapidement que les NPs de 50 et 100 nm, elles seraient directement
acheminées vers le compartiment basal sans passer par ’étape de stockage. De plus, une fois les NPs
dans les endosomes, seule une faible part, peu importe la taille des NPs, sera libérée du coté basal.
Le devenir principal de ces vésicules remplies de NPs est d’évoluer vers les voies de dégradation
cellulaires. Aucune dégradation n’a été néanmoins observée a court terme.
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FIGURE 3.1 — Comparaison des ratios volumiques de NPs par rapport au cytoplasme cellulaire
entre 1 heure et 24 heures pour les trois types de NPs. Les barres d’erreurs représentent l’erreur type

de la moyenne (SEM). Les astérisques signifient que les valeurs sont significativement différentes (p
< 0,05).

¢ Accumulation intra-cellulaire des NPs de 50 et 100 nm dans la voie endo-
lysosomiale.

¢ Transport des NPs de 15 nm au cours du temps vers le compartiment basal.
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3.3 Discussion

L’étude de l'interaction des NPs de silice avec la barriére endothéliale pulmonaire in-vitro, culti-
vée sur membranes supportées permet la caractérisation et la quantification du transport trans-
endothélial. En présence d’un support rigide, aucun transport trans-endothélial des NPs n’a pu étre
observé. Néanmoins, ’utilisation d’inserts de culture cellulaire supportés permet la mise en place d’un
endothélium in-vitro remplissant le role d’interface entre deux compartiments bien définis. Il est en-
suite possible de suivre le transport des NPs du compartiment supérieur au compartiment inférieur
par MET. Les résultats de cette étude peuvent étre résumés de la maniére suivante :

¢ Les trois types de NPs sont transportés au travers des cellules, de la face apicale a la face

basale.

¢ Deux types de libération des NPs du coté basal sont observés :

— par les endosomes, pour les trois types de NPs;
— par transport direct des NPs de 15 nm sous forme de petits groupes de NPs libres dans le
cytoplasme ou dans des vésicules difficilement identifiables.

¢ Les trois types de NPs sont accumulés dans les cellules au cours du temps. L’accumulation des

NPs de 15 nm est beaucoup moins importante que pour les tailles supérieures.

La caractérisation et la quantification du transport des NPs de silice dans ’endothélium
supporté in-vitro ont été réalisées par MET. L’observation directe des NPs dans les cellules permet
I’analyse de leur distribution intracellulaire et la caractérisation directe de la transcytose. Dans cette
étude, la mesure de la transcytose par la fluorescence des NPs retrouvées dans le compartiment basal
n’a pas été possible. Les faibles concentrations en NPs, leur rétention importante par I’endothélium
et leur tendance a 'agglomération empéchent la quantification de la fluorescence des NPs ayant
traversé la mono-couche cellulaire. Lors de I'interaction avec les cellules, les NPs nues acquiérent une
couronne protéique composée de protéines cellulaires [Lesniak 2012]. Cette couronne pourrait causer
une déstabilisation et une agglomération des NPs a la sortie des cellules amenant & une perte des NPs,
par exemple par association aux supports de culture. L’étude par Ye et al. [Ye 2013| sur le transport
de NPs de silice fluorescentes dans un modéle cellulaire de la barriére hémato-encéphalique par dosage
de la fluorescence, met en avant un transport trans-cellulaire de 'ordre de 3% de la quantité totale
de NPs, aprés quatre heures. Les auteurs discutent notamment les différentes sources de biais de
cette méthode : la perte de particules par adhésion aux supports de culture, la présence de résidus
de fluorophores libres et les défauts de la mono-couche cellulaire. La détection de la fluorescence des
NPs dans le compartiment basal, méme si elle offre une alternative facile & mettre en place pour
I’étude de la transcytose, souffre de défauts pouvant fausser I’étude.

La résolution supérieure de la MET permet la visualisation du transport des NPs directement
au niveau des cellules de la mono-couche. Les techniques de stéréologie complétent la caractérisation
qualitative du transport par une quantification s’affranchissant des biais développés précédemment.
L’adhésion des NPs aux supports n’est plus un probléme car la quantification se fait directement au
niveau des cellules. De plus, I'intégrité des NPs comptées est directement observée sur I'image et la
quantification tient compte de I'ensemble de la distribution des NPs au contact des cellules. Enfin,
I'intégrité de la mono-couche cellulaire est directement observable sur I'image et est vérifiée par les
mesures de perméabilité.
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Les outils stéréologiques sont classiquement utilisés en MET pour étudier la spécificité des mar-
quages immuno-cytochimiques et leur distribution. L’application de ces techniques & 1’étude des
NPs a déja été documentée et répond & un besoin de quantification |[Rothen-Rutishauser 2014]
[Muhlfeld 2007]. Ici nous proposons une méthode simple & mettre en place permettant 1’évalua-
tion de la distribution des NPs dans la barriére endothéliale in-vitro. Cette méthode repose sur
un échantillonnage aléatoire en cascade assurant la représentativité des échantillons et 1'utilisation
d’estimateurs stéréologiques des volumes permettant la quantification des NPs.

La mise en évidence du transport trans-endothélial des trois types de NPs est dépen-
dante de la caractérisation de 1’étanchéité de la mono-couche cellulaire. Il est important de vérifier
I’étanchéité de 'endothélium par plusieurs techniques différentes. L’observation des jonctions inter-
cellulaires par MET et MOE a été complétée par I’étude de ’évolution de la RETE et du passage
transcellulaire du Lucifer Yellow afin de valider ’étanchéité des mono-couches cellulaires au passage
paracellulaire des NPs. En absence de paracytose, les NPs ne peuvent accéder au compartiment basal
qu’en traversant les cellules.

La caractérisation de la distribution des NPs au contact de I’endothélium montre une
répartition intracellulaire des NPs semblable & ce qui a été observé dans le chapitre précédent. Les
NPs sont distribuées entre quatre localisations principales : libres dans le cytoplasme (isolées ou
en groupes), dans de larges vésicules cytoplasmique et aux membranes apicales et basales. Alors
qu’en présence d’un support rigide, aucune transcytose n’était observée, les expériences sur cellules
cultivées sur membranes supportées montrent un passage trans-cellulaire des NPs. Une part des NPs
de 15, 50 et 100 nm contenue dans des vésicules cytoplasmiques correspondant & des endosomes
est libérée dans 'espace sub-cellulaire. Une partie des endosomes contenant des NPs serait ainsi
capables de fusionner avec la membrane basale, libérant leur contenu a l'extérieur de la cellule. Un
mécanisme de transcytose dépendant de la voie endo-lysosomiale a déja été documenté pour des NPs
anioniques dans les cellules épithéliales [Harush-Frenkel 2008]. L’existence d’un mécanisme similaire
dans ’endothélium est donc envisageable.

Les NPs de 15 nm sont capables de traverser directement I’endothélium cultivé sur mem-
branes supportées sous forme de petits groupes de moins de 80 nm. Ces groupes correspondent, de
par leur morphologie en MET, aux observations du chapitre précédent les reliant & une endocytose
cavéole dépendante. Ils sont localisés libres dans le cytoplasme cellulaire ou dans de petites vési-
cules peu définies et au niveau de la membrane basale. Représentant la majorité des NPs de 15 nm
internalisées dans les cellules, ils seraient responsables d’un transport direct des NPs de 15 nm ne
passant pas par les endosomes. La voie cavéole est le candidat principal pour la transcytose dans
I’endothélium. L’étude de Wang et al. met par exemple en avant une internalisation de NPs d’or
recouvertes d’albumine par les cavéoles. Les NPs d’une taille inférieure au diamétre des cavéoles (20
- 40 nm) étant internalisées 5 & 10 fois plus que les NPs d’une taille de 100 nm [Wang 2009].
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La quantification de ’accumulation intra-cellulaire des NPs au cours du temps montre
une élimination supérieure des NPs de 15 nm par rapport aux deux autres tailles. Méme si les trois
types de NPs peuvent étre transportés du cété basal, 'impact de la transcytose dépendant de la voie
endo-lysosomiale reste marginal. Les NPs de 50 et 100 nm sont donc majoritairement accumulées
dans la voie de dégradation cellulaire. Par contre, les NPs de 15 nm sont largement moins accumulées
dans les cellules au cours du temps. La majorité de ces particules seraient ainsi prise en charge sous
la forme de petits groupes de NPs et directement acheminées a la membrane basale, potentiellement
via la voie cavéole dépendante, en évitant la voie de dégradation cellulaire.

En conclusion, le transport des NPs dans I’endothélium ¢n-vitro cultivé sur membranes suppor-
tées est dépendant de la taille des particules. Les NPs de 15 nm étant beaucoup moins accumulées
dans les cellules que les NPs de 50 et 100 nm. Les trois types de NPs sont internalisées par des voies
d’endocytoses en fonction de leur taille (3.16 a, d, e). La majorité des NPs est alors dirigée vers la
voie endo-lysosomiale (3.16 b, d, e, g). Une partie des NPs pourra alors étre éliminée par fusion des
endosomes avec la membrane basale (3.16 f). Néanmoins, cette voie d’élimination des NPs semble
peu efficace, la majorité des NPs étant, a terme, stockée dans les lysosomes (3.16 g). Les NPs de
15 nm sont capables de transcytose directe, potentiellement via la voie d’endocytose cavéole (3.16
a, ¢). Ce transport direct intervient pour une large part des NPs de 15 nm internalisées sous forme
de groupes d’une taille inférieure & 70-80 nm. L’accumulation inférieure des NPs de 15 nm au cours
du temps par rapport aux NPs de plus grandes tailles peut ainsi étre expliquée par leur transcy-
tose directe. D’autres travaux ont également suggéré un lien entre les cavéoles et la transcytose de
Palbumine conjuguée a une bille d’or dans I’endothélium pulmonaire [Schnitzer 1994a].
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FIGURE 3.15 — Schéma du transport trans-endothélial et de ’accumulation des trois types de NPs.
a - Endocytose cavéole dépendante des NPs de 15 nm retrouvées libres dans le cytoplasme ou dans
de petites vésicules, en petits groupes. b - Potentiel rassemblement des NPs de 15 nm provenant de
la voie cavéole dans les endosomes. ¢ - Libération des NPs 15 nm a la face basale des cellules apres
transport par la voie cavéole dépendante. d - Endocytose clathrine dépendante et regroupement dans
les endosomes des NPs de 15 et 50 nm. e - Endocytose par macropinocytose des trois types de NPs
et regroupement direct dans les endosomes. f - Libération des trois types de NPs du coté basal des
cellules par les endosomes. g - Accumulation des trois types de NPs dans la voie endo-lysosomiale.
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3.4 Partie expérimentale

L’étude de la transcytose des NPs au travers de la mono-couche endothéliale de cellules HPAECs
nécessite la mise en place d’'un modéle de culture cellulaire répondant & certains critéres spécifiques :

¢ Organisation uni-lamellaire de la mono-couche de cellules. Les conditions de culture
cellulaire appliquées doivent permettre ’obtention d’une mono-couche de cellules HPAECs
réguliére sur ensemble de la surface d’échange du modéle.

o Espace libre sous la mono-couche de cellules. Le modéle de culture doit permettre la
compartimentation du systéme en deux espaces séparés par une interface, la mono-couche
cellulaire. Le compartiment supérieur permet l'exposition de l'interface aux objets dont on
veut tester le transport. Le compartiment inférieur permet la récupération et la quantification
des objets d’intérét.

¢ Culture cellulaire en deux dimensions. Les cellules composant la mono-couche cellulaire ne
doivent pas pouvoir s’insérer dans le support perméable les soutenant afin d’éviter un potentiel
biais sur la détermination du passage des objets d’intérét par contamination du compartiment
inférieur par du matériel cellulaire.

o Absence de transport paracellulaire de macromolécules. La densité cellulaire doit
étre suffisante pour assurer 'imperméabilité de la mono-couche cellulaire aux macromolécules.
L’existence de jonctions intercellulaires bien établies et résistantes au traitement doit étre vé-
rifiée.

o Compatibilité avec les techniques de préparation d’échantillon de MET et MOE.
Le modéle cellulaire doit supporter le traitement parfois brutal de préparation en vue de 1’ob-
servation. Cela est particuliérement vrai pour les protocoles de MET, I’échantillon est exposé a
différents solvants et manipulé de nombreuses fois. Il est nécessaire ici de rechercher un support
de culture cellulaire limitant au maximum l'impact de la préparation sur ’échantillon. Il est
également nécessaire d’adapter les protocoles de préparation en conséquence.

¢ La quantification des phénoménes de transport doit tenir compte non seulement des
éléments accédant a l'espace sub-cellulaire, mais également de l’ensemble de la population
d’objets transportés. La possibilité d’une séquestration d’une partie de la population d’objets
transportés dans les différents compartiments du modéle doit étre explorée.

Il est donc nécessaire de développer une méthodologie d’observation des échantillons permettant
le suivi de 'ensemble de cette population. Pour se faire, le critére principal est la résolution d’ob-
servation des échantillons. Les techniques de suivi du transport doivent permettre la visualisation
directe des objets transportés. L’utilisation, par exemple, de la fluorescence inhérente au NPs de
silice utilisées dans cette étude représente un avantage indéniable pour leur localisation au sein de
I’échantillon. Néanmoins, la résolution des techniques de fluorescence ne permet pas d’observer une
NP unique et encore moins de vérifier la structure de ’objet fluorescent. On peut par exemple imagi-
ner que les NPs pourraient étre dégradées par les cellules et que la fluorescence observée serait alors
attribuable aux fluorophores résiduels. La microscopie électronique nous offre ici un outil de choix
pour la visualisation directe des processus de transport. La méthodologie utilisée ici doit s’appuyer
sur les techniques de stéréologie pour la quantification et la mise en place de protocoles spécialement
pensés pour apporter une information quantitative du transport.



3.4. Partie expérimentale 111

3.4.1 Culture cellulaire sur membranes supportées

Les expériences de transport sur inserts supportés de types Transwell® ont été réalisées sur
deux types d’inserts différents selon l'objectif de I'étude. La configuration du systéme de culture
est présentée en figure 3.16. Le premier type de membrane est composé de polyéthyléne téreph-
thalate (PIHT12R48, Millipore), cette matiére lui confére une faible rigidité une fois extraites de
leur support plastique. Cela favorise le traitement des échantillons en ultra-microtomie et cryoultra-
microtomie, évitant une destruction locale de I’échantillon. Les résines utilisées pour I'inclusion des
échantillons dans les protocoles classiques pénétrent relativement bien dans ces membranes. Par
contre, ces membranes sont opaques et ne permettent pas ’observation directe des échantillons en
microscopie optique. Elles sont également légérement auto-fluorescentes en microscopie & épifluores-
cence. Un second type de membranes supportées a donc été utilisé pour la MOE. Lui aussi en PET
(353095, Falcon), une épaisseur de la membrane et une organisation des pores réguliére leur conférent
un rendu transparent. Ces membranes sont, par contre, trés friables et tendent & s’arracher lors des
étapes d’ultra-microtomie. Des membranes composées de polycarbonate ont également été testées
sans résultats satisfaisants.

Transwell plaque 24 puits
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FIGURE 3.16 — Schéma du systeme Transwell® d’insert supportés pour la culture cellulaire. La
photo représente l'un des types d’inserts utilisés dans l’étude.

Pour les deux types de membranes, la taille des pores utilisés est de 0,4 pm. Le protocole est le
méme : les cellules HPAECs (entre les passages 4 et 5) sont cultivées a confluence sur des flasques

2 sur les membranes Transwells. Cette densité d’en-

T25 puis ensemencées a 65 000 cellules par cm
semencement est supérieure a la densité classiquement utilisée mais permet ’obtention rapide de
mono-couches denses. Lors de I'ensemencement les membranes Transwell® sont recouvertes de fibro-
nectine afin d’assurer une bonne adhérence des cellules.

Les cellules sont laissées & adhérer pendant une nuit puis le milieu des deux compartiments est
changé. Les volumes de milieu utilisés sont de 300-350 puL. pour le compartiment supérieur et 700
uL pour le compartiment inférieur. Les cellules sont cultivées sur les membranes pendant 2 & 4 jours
jusqu’a obtenir des conditions d’étanchéité et de densité de la mono-couche cellulaire satisfaisantes

pour la suite des expériences. Les niveaux de milieu sont réajustés tous les jours.
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3.4.2 Mesure de 'imperméabilité de la mono-couche cellulaire

L’imperméabilité de la mono-couche cellulaire au passage de macromolécules va ici dépendre de
la densité des jonctions cellulaires et de leur capacité & empécher le passage para-cellulaire. L’objectif
de ce modéle de culture cellulaire étant ’observation de phénoménes de transports trans-cellulaires,
il convient de limiter au maximum l'impact de la voie para-cellulaire afin de ne pas introduire un
biais dans la quantification du transport.

En complément de techniques immuno-cytochimiques de marquage des jonctions cellulaires (les
anticorps utilisés et protocoles sont développés dans la partie expérimentale du chapitre suivant,
tables 4.1), deux critéres ont été utilisés pour définir 'impermeéabilité des mono-couches cellulaires
au passage paracellulaire : la résistance électrique trans-endothéliale et le coefficient de perméabilité
au Lucifer Yellow.

3.4.2.1 Reésistance trans-endothéliale

La RETE repose sur le principe de perméabilité membranaire dit & la présence de pores dans la
mono-couche cellulaire. L’existence d’ouvertures entre les cellules permet le passage de I'eau et des
solutés aqueux au travers de I’endothélium. En opposition & cela, les membranes endothéliales, com-
posées de lipides, forment une barriére restreignant le passage de ces solutés et isolent électriquement
I’espace intra-cellulaire de l'extérieur. La résistance électrique entre I'espace supérieur et ’espace
inférieur des cellules va donc dépendre de la densité des jonctions cellulaires. Chaque ouver-
ture au travers de I’endothélium agit comme un conduit électrique diminuant la résistance électrique
totale de 'endothélium in-vitro.

La RETE peut étre directement mesurée dans les modéles de culture cellulaire sur inserts sup-
portés. La mesure est réalisée en utilisant un ohmmeétre (ERS2, MERS00002, Millicell) muni d’une
sonde (ERS2 probe, MERSSTXO01, Millicell) pourvue de deux électrodes permettant ’enregistrement
de la résistance électrique en ohms entre le compartiment supérieur et le compartiment inférieur. La
sonde est laissée dix minutes dans un milieu complet avant utilisation. Trois mesures consécutives
sont réalisées par échantillon dans le milieu complet ECGM. La résistance électrique mesurée est
soustraite & la résistance électrique de la membrane seule relevée sur un insert témoin dépourvu
de cellules. La valeur de résistance est ensuite exprimée en fonction de la surface de la membrane
supportée. Le milieu de culture est changé aprés la mesure.

Pour les expériences de suivi de la RETE aprés exposition aux NPs, le milieu de culture contenant
les NPs est changé pour le milieu de culture complet (ECGM) avant la mesure. La sonde est nettoyée
et décontaminée a 1’éthanol aprés chaque puits et aux UV entre les utilisations.

3.4.2.2 Coefficient de perméabilité, passage paracellulaire du Lucifer Yellow

La perméabilité a une macro-molécule d’'une mono-couche cellulaire cultivée sur une membrane
supportée de type Transwell® peut étre déterminée par ’ajout d’un traceur dans le compartiment
supérieur & une concentration initiale connue. L’apparition du traceur dans le compartiment inférieur
au cours du temps de culture permet de déterminer le coefficient de perméabilité de la mono-couche
de cellules pour ce traceur.

Le traceur ici utilisé est le Lucifer Yellow (LY, Molecular Probes). Il ne peut traverser la mono-
couche cellulaire que par transport paracellulaire. Fluorescent, il est excitable a 485 nm et émet a
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530 nm. La lecture de tous les résultats est faite sur un lecteur de plaques fluorescent. Une gamme
étalon du LY est réalisée en méme temps que chaque enregistrement & des concentrations allant de
0,1 &4 50 M. Chaque jour de culture un enregistrement est réalisé.

Pour chaque enregistrement : le milieu de culture est changé dans les deux compartiments par du
milieu basal blanc (ECBM). Le traceur est ajouté au compartiment supérieur a une concentration
finale de 100 uM et les échantillons sont placés & incuber pour une heure a 37°C dans un incubateur
de culture cellulaire. Les milieux des compartiments supérieur et inférieur sont ensuite prélevés et
déposés dans une plaque 96 puits avec la gamme étalon pour lecture au spectro-fluorimeétre. La
courbe standard donnée par la gamme étalon est utilisée pour calculer la concentration en LY du
compartiment inférieur. Le coefficient de perméabilité est ensuite calculé selon la formule 3.1 ou
P, est le coefficient de permeéabilité; V' le volume du compartiment inférieur (mL); A laire de la
membrane de I'insert (cm?); C; la concentration initiale en LY (uM); Cf la concentration finale en
LY du compartiment inférieur et 7' le temps d’incubation en secondes.

v Cy

c = AxC, X T (3.1)
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3.4.3 Protocole d’inclusion en résine des membranes supportées pour la micro-
scopie électronique

L’inclusion d’échantillons sur membranes supportées en résine épon a été réalisée selon le méme
protocole que pour les échantillons sur lamelle de verre présentés dans la partie expérimentale du
chapitre 2. Les étapes de déshydratation ont été uniquement réalisées dans I’éthanol afin de ne pas
dégrader les membranes PET. La seconde différence étant I'utilisation d’un protocole d’inclusion a
plat des membranes afin d’éviter qu’elles ne se froissent pendant la polymérisation.

Pour assurer une bonne pénétration de la résine épon dans la membrane PET, un décollement
minimal de la mono-couche cellulaire et une orientation réguliére des échantillons, les membranes
poreuses ont été séparées de leur support plastique a I'aide d’un scalpel en les détourant. Les mem-
branes sont ensuite placées a plat, cellules au-dessus sur une planchette et découpées au scalpel en
deux morceaux dans une goutte de PBS. Aprés déshydratation, les échantillons sont inclus en résine
épon entre deux films d’aclar selon le protocole décrit en figure 3.17 et placés & polymériser.

Cette technique d’inclusion permet I'obtention d’échantillons ultra-plats orientés sur lesquels il
est possible d’appliquer des techniques de microscopies corrélatives. L’échantillon inclus & plat est
traité en ’état par ultra-microtomie. Il est monté par la tranche sur le porte-échantillon.

Cette technique s’applique également pour I'inclusion en gélatine d’échantillons biologiques orien-
tés pour la réalisation de marquages immuno-cytochimiques en méthode Tokuyasu.

.
'

Aclar 400 nm
Aclar 200 nm
Lame de verre

Ioom

Echantillon en épon

FIGURE 3.17 — Inclusion & plat d’échantillons orientés. L’échantillon est placé sur une lame de
verre recouverte d’un film d’aclar de 400 nm d’épaisseur. Un film de 200 nm percé d’un trou d’une
taille légérement supérieur a [’échantillon vient ’encadrer, formant un moule. Un second film d’aclar
de 400 nm et une seconde lame de verre viennent compléter le moule. Le tout est serré entre deux
pinces sans former de bulles d’air au niveau de l’échantillon et placé a l’étuve pour polymérisation.
Une membrane supportée incluse dans une fine épaisseur de résine épon est visible a droite.



3.4. Partie expérimentale 115

3.4.4 Approche de quantification par stéréologie

"Dreams apart, numerical precision is the very soul of science, and its attainment affords the
best, perhaps the only criterion of the truth of theories ans the correctness of experiment.”

D’Arcy Wentworth Thompson (1917) [Thompson 1917]

La microscopie électronique & transmission permet l’exploration des structures nanométriques.
Elle souffre néanmoins de biais important dans la représentativité des informations apportées. La
MET est une technique qualitative d’observation des échantillons. La résolution extréme de 1’ob-
servation entraine une difficulté au moment de généraliser 'information de 'image & la réalité de
I’ensemble de I’échantillon. Afin de compenser ces faiblesses, il est nécessaire de rajouter un niveau
d’observation statistique a I’étude de MET.

La visualisation de I’échantillon en MET passe, en biologie cellulaire, par son traitement en
ultramicrotomie et son observation sous la forme de coupes ultra-fines en deux dimensions. Les
méthodes stéréologiques regroupent les outils spécialement développés pour I'obtention d’infor-
mations quantitatives sur des structures en trois dimensions & partir d’observations réalisées
sur des coupes [Gundersen 1988|. Ces méthodes statistiques permettent l’estimation des volumes,
surfaces, longueurs et quantité d’objets. Ces caractéristiques vont étre exprimées dans la plupart
des études de stéréologie en terme de ratios par rapport a un systéme de référence [Mayhew 1983|.
Par exemple le volume des noyaux d’une population de cellules pourra étre exprimé en fonction du
volume du cytoplasme cellulaire de la méme population.

Représentativité de ’information par rapport a I’échantillon. La validité de ce type d’étude
dépend de deux paramétres principaux :

o L’absence d’erreurs systématiques. Les sources de biais dans une étude statistique en
MET sont multiples : la calibration de ’appareil, la sélection lors des étapes expérimentales, la
sélection au niveau de I'acquisition d’images par l'utilisateur ("meilleure" image), 'utilisation
d’a priori, etc. L’intensité du biais apporté & ’étude n’est pas mesurable et pourra au mieux
étre minimisée.

o L’efficacité optimale. L’étude doit étre humainement réalisable. L’observation au MET re-
vient & observer un systéme vaste et complexe au travers d’une fenétre extrémement petite. Il
n’est pas possible de multiplier les étapes d’observation de trés nombreuses fois.

La solution est d’utiliser des méthodes d’échantillonnage efficaces & tous les niveaux du systéme
a observer. Un échantillonnage en cascade est réalisé aussi bien dans les étapes de préparation de
I’échantillon que dans les étapes d’observation. L’utilisation de méthodes aléatoires pour la détermi-
nation des zones d’intéréts permet de limiter le biais par :

¢ leur absence de biais inhérent,
¢ leur design permettant une équité de représentation des objets au sein de 1’échantillon,
o la suppression du biais di a l'utilisateur (conscient ou inconscient).
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3.4.4.1 Etude de ratios volumiques

Dans le cadre de I’étude du transport de NPs, il convient de se poser la question suivante :
que faut-il quantifier 7 Il faut ici utiliser un systéme, le plus simple possible, pour quantifier une
"quantité" de NPs dans des cellules adhérentes cultivées sur support rigide. Cette quantité pourrait
potentiellement étre exprimée en nombre de NPs, en volume exact (puisque le volume d’une NP est
connu) ou en ratios volumiques. La quantification en nombre ne permet pas une comparaison directe
entre conditions et introduit un biais de par I’absence d’un facteur de comparaison correspondant &
la population cellulaire. La quantification par volume exact va étre trés dépendante de 'homogénéité
en taille des NPs et souffre également de ’absence de comparaison sur la population. Par contre,
I'utilisation de ratios volumiques permet la comparaison des volumes de NPs par rapport aux volumes
cellulaires pour des conditions différentes. De plus cette information est facilement accessible par
I'utilisation d’outils simples de stéréologie.

Estimation de la densité volumique d’un objet A inclus dans un objet B. Le principe de
Delesse (voir figure 3.18) permet de déterminer le volume d’un élément A inclus dans une matrice
B par 'estimation du rapport des surfaces de A et B sur des coupes aléatoires de ’ensemble de la
section (voir équation 3.2). Il est ici important de noter que la densité volumique de A par rapport & B
peut seulement étre obtenue en moyennant les valeurs des surfaces de A et B sur un nombre suffisant
de coupes. L’orientation de la coupe ou de 'objet dans I’échantillon n’a ici aucune importance pour
le calcul de densités volumiques.

FIGURE 3.18 — Principe de Delesse. Détermination du volume d’un objet inclus dans une matrice
par la réalisation de coupes deux dimensions de [’ensemble.

~ Volg ) Airesy

Vv = = 3.2
Y(4.B) Volg > Airesp (3:2)

Il est donc possible d’estimer les densités volumiques en NPs des échantillons (structure d’'intérét)
en fonction du volume du cytoplasme cellulaire (matrice) sur des coupes transversales d’échantillons.
Les surfaces en NPs sont évaluées par interaction avec des grilles cycloides permettant 1’obtention
du rapport volumique entre NPs et cytoplasme cellulaire pour chaque condition.
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3.4.4.2 Approche utilisée

La figure 3.19 présente la démarche utilisée pour la quantification du volume de NPs dans les
cellules endothéliales cultivées sur membranes supportées.

Echantillonnage. Un échantillonnage en cascade a été utilisé ici. Deux échantillons ont été prépa-
rés par condition & étudier. Deux régions différentes ont été coupées sur chaque échantillon, donnant
quatre coupes ultra-fines séparées. L’échantillon a été inclus selon le processus d’inclusion a plat, les
sections ultra-fines sont réalisées dans le sens transversal. Chaque grille a été contrastée selon un
contraste classique acétate d’uranyle et citrate de plomb développé précédemment. Sur chaque grille,
quatre cellules successives ont été imagées sans sélection, & un grossissement permettant la visuali-
sation aisée des NPs. Pour se faire, une série d’images accolées a été réalisée avec un pourcentage de
recouvrement entre images d’environ 20% permettant une bonne reconstruction.

Les cellules étant adhérentes, cette méthode d’acquisition ne nécessite pas d’orienter 1’échantillon
dans le microscope et permet simplement d’imager la ligne de cellules en continu. Il s’agit ici d’une
méthode se plagant a l'interface entre ’acquisition aléatoire uniforme d’images au microscope (acqui-
sition & partir d’un point de départ aléatoire et suivant un pas de déplacement défini) et le comptage
directe (exploration continue de ’échantillon et quantification directe au microscope).

Traitement des images. L’ensemble des étapes de traitement de I'image et de comptage a été
réalisé avec le logiciel ImageJ [Abramoff 2004|. La reconstruction des images en une mosaique conti-
nue a été effectuée avec le plugin MosaicJ pour ImageJ [Thevenaz 2007|. Les images ont ensuite été
réduites de moitié en taille afin d’étre manipulées plus facilement. Un algorithme de lissage a été
utilisé pour limiter le bruit de fond sur 'image (rayon 50 pixels; algorithme "rolling-ball") et mieux
visualiser les NPs de plus petite taille. L’intensité des pixels sur 'image a ensuite été normalisée.

Comptage par superposition de grilles cycloides. Les comptages ont été effectués manuelle-
ment par superposition de grilles cycloides de tailles différentes. Les approches de segmentation des
particules ont été tentées sans succés pour les NPs de 15 nm, le comptage manuel a donc été utilisé.
Le volume du cytoplasme a été quantifié par superposition d'une grille cycloide de 0,08 pm? par car-
reau placé aléatoirement sur 'image via le plugin Grid pour Imagej [Ronn 2000]. La taille des grilles
cycloides utilisées pour l'estimation des volumes de NPs est respectivement de 0,002um?, 0,004m?
et 0,008m? pour les NPs de 15 nm, 50 nm et 100 nm. Lors des comptages, différents sous-groupes
reflétant la répartition des NPs ont été déterminés. La quantification a été réalisée en fonction de ces
répartitions (NPs localisées aux membranes apicales et basales, internalisées isolées, internalisées en
groupes et internalisées dans de larges vésicules). Pour les NPs au contact des membranes apicales
et basales, seules celles directement au contact de ces membranes ont été comptées. L’évaluation des
rapports volumiques est faite par la formule 3.3, ot P est le nombre d’intersections entre ’objet et
la grille. L’erreur standard & la moyenne est calculée sur ’ensemble des échantillons.

Volnps Y Airesyps Y, Pnps X Airegrilenps
VOleto Z AireSCyto Z PCyto S AireGrilleC’yto

VU(NPS,Cyto) = (33)
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FIGURE 3.19 — Schéma des différentes étapes pour l’analyse par stéréologie.
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3.4.4.3 Surestimation du volume des NPs

Une des sources majeures d’erreurs lors de I’application de méthodes stéréologiques sur des coupes
ultra-fines vient de 'effet de I’épaisseur de la coupe pour l'estimation des volumes des objets inclus.
Cet effet, généralement appelé 1'effet Holmes [Holmes 1921], dépend de I’épaisseur de la coupe, de
la taille de I'objet inclus dans celle-ci et de sa forme. Les méthodes stéréologiques s’appuient sur le
principe que les comptages sont réalisés sur des coupes de I’échantillon (principe de Delesse) alors
que le comptage s’effectue sur une projection sur un plan d’observation de I’ensemble du contenu de
la coupe. De maniére logique, I’épaisseur de la coupe introduit donc un biais lors de I’évaluation des
volumes des objets inclus. De méme, la géométrie des objets peut introduire une variation dans le
volume déduit (voir figure 3.20).

Objets
différents

v

Projections

identiques

sur I'image
de MET

FIGURE 3.20 — Effet Holmes, sur-projection. Deux objets de formes différentes vont avoir la méme
projection en MET. Le volume d’une sphére dense aux électrons incluse dans la coupe va étre surestimé
sur limage.

Ici, la géométrie des objets dont le volume est évalué est connue. Il s’agit de sphéres de diamétres
connus et réguliers. Il est donc possible de corriger les valeurs de volumes obtenus en leur appliquant
un facteur de correction Kyps comme décrit dans I’équation 3.4 [Weibel 1978|.

VOZNPS = ZAiT@SNPS X KNPs (34)

1 B 1
1—|—%><g l—i-%xg

Knps = (3.5)

Knps dépend de la forme de 'objet, mais également de I’épaisseur relative de la coupe g corres-
pondant a ’épaisseur de la coupe t divisée par le diamétre des NPs d (voir équation 3.5). L’épaisseur
de coupe ici retenue est 50 nm. Les facteurs de correction apportés pour les trois types de NPs sont
donc de : 0,16 pour les 15 nm; 0,4 pour les 50 nm et 0,57 pour les 100 nm.






CHAPITRE 4
Améliorations d’un modéle cellulaire

pour I’étude du transport
trans-endothélial du LDL.

Sommaire
4.1 Objectifsde ’étude . . . . . . . . . . . o e e e e 122
4.2 Résultats . . . . . o 0 i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 123
4.2.1 Développement d’un systéme de culture cellulaire sous flux laminaire . . . . . . . 123
4.2.2 Modifications morphologiques des cellules HCAECs sous flux . . . .. ... ... 125
4.2.3 Effet du stress de cisaillement sur la cavéoline 1 et les cavéoles . . . . . .. . .. 128
4.2.4 Effet du stress de cisaillement sur CD36 . . . . . ... ... ... ... ...... 130
4.3 DIiSCuSSion . . . . . v v i i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 134
4.4 Partie expérimentale . . . . . . . . . L0 e e e e e e e 136
4.4.1 Culture cellulaire . . . . . . . . .. L L 136
4.4.2 Microscopie photonique a fluorescence . . . . . . . ... ... 137

4.4.3 Protocole d'immuno-marquage en pré-inclusion pour la MET . . . . .. ... .. 137




122 Chapitre 4. Développements techniques

4.1 Objectifs de I’étude

Parallelement a I’étude de l'interaction des NPs avec 'endothélium pulmonaire in-vitro, nous
avons souhaité appliquer la méthodologie développée précédemment a ’étude du transport trans-
endothélial de NPs biologiques, les LDL. Les travaux de Marie-Christine Gerbod-Gianone (maitre
de conférence au laboratoire) étudient un lien entre le récepteur scavenger CD36 et le transport
trans-endotélial du LDL natif. L’hypothése développée met en avant un transport cavéole dépendant
du LDL médié par le CD36. Des résultats préliminaires sur des cultures cellulaires HDLECs (Human
dermal Lymphatic endothelial cells, cellules dermales lymphatiques endothéliales humaines), montrent
une localisation partielle de CD36 dans les cavéoles. Dans nos conditions de culture les cellules,
lymphatiques HDLECs expriment le CD36 & la membrane plasmique, néanmoins, un modéle cellulaire
utilisant des cellules d’artére coronaire, correspondant mieux & I’étude de I'athérosclérose est envisagé.

Ainsi les études présentées dans cette partie ont été réalisées sur les cellules HCAECs (Human
Coronary Artery Endothelial Cells - cellules endothéliales d’artére coronaire humaines). Les cellules
HCAECs ont été utilisées en vue du développement d’un modéle d’étude du transport du LDL in-
vitro. Dans les conditions habituelles de culture cellulaire, les cellules HCAECs expriment CD36,
mais celui-ci n’est pas localisé & la membrane plasmique.

Nous émettons ’hypothése que dans des cellules soumises a un stress de cisaillement physiolo-
gique, CD36 serait recruté a la membrane plasmique. Un systéme permettant 'exposition & un flux
laminaire mimant les contraintes hémodynamiques présentes dans les vaisseaux sanguins a été déve-
loppé au laboratoire. Le systéme a ensuite été appliqué aux cellules HCAECs dans 'espoir d’observer
le recrutement de CD36 & la membrane plasmique sous l'effet de ce stimulus.

La premiére partie de cette étude présente le développement d’un systéme de culture cellulaire
sous flux. Ce systéme permet de mimer les conditions de stress de cisaillement rencontrées dans les
vaisseaux sanguins.

La seconde partie de cette étude présente la caractérisation par MOE et MET des changements
morphologiques résultant du flux laminaire sur les cellules HCAECs.

La troisiéme partie de cette étude présente les résultats préliminaires obtenus lors de I’étude de
la localisation intracellulaire de CD36, récepteur scavenger et potentiel candidat pour le transport
trans-cellulaire du LDL dans I’endothélium des cellules HCAECs exposées au flux.
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4.2

Résultats

4.2.1 Deéveloppement d’un systéme de culture cellulaire sous flux laminaire

Dans le cadre des sujets développés au laboratoire, un modéle de culture cellulaire permettant

de mimer un stress de cisaillement par un flux de milieu de culture a été développé. Ce systéme

est encore a ’étape de prototype mais permettra, & terme, de moduler finement l'intensité et la

régularité du flux appliqué aux cellules afin de mimer les contraintes physiques locales présentes dans

Pendothélium.

Le développement de notre systéme de culture cellulaire sous flux répond a différents besoins :

<&

SO0 0

La contrainte de cisaillement & laquelle est soumis ’échantillon doit étre controlée (flux constant
et régulier) et mesurable.

L’intérieur du systéme doit étre complétement isolé afin d’éviter toute contamination.

Le systéme doit étre suffisamment modulable pour permettre la modification de la géométrie
de la zone d’exposition des cellules au flux.

Le systéme doit pouvoir accueillir les échantillons cellulaires cultivés sur les différents supports
utilisés au laboratoire.

La zone d’exposition au flux des cellules doit étre amovible et remplagable.

Le systéme doit permettre 'injection d’éléments au cours de I'expérience.

Le systéme doit étre transparent et autoclavable pour réutilisation.

Le systéme doit étre résistant aux conditions de température et d’humidité présentes dans un
incubateur de culture cellulaire.

Le développement de ce systéme de flux a été réalisé en collaboration avec des partenaires locaux

(Jacques Leng, LOF) pour les étapes de micro-fluidique et de design de la chambre d’exposition. Le

systéme se compose de deux parties principales :

<

La boucle fermeée. Il s’agit d’un circuit fermé composé de deux réservoirs de milieu de culture,
de tubes et de valves (voir figure 4.1 a-b). Le flux est donné par l’action d’une pompe péristal-
tique. En amont de la pompe est situé un réservoir de milieu. Ouvert sur 'extérieur par un filtre,
il permet I'équilibrage du systéme en CO2. En aval de la pompe, un second réservoir fermé
permet de transformer le flux saccadé, fourni par la pompe, en flux continu. Entre ces deux
réservoirs, une série de vannes permet de basculer le flux entre la zone alimentant la chambre
et la déviation de celle-ci. La déviation permet 1’équilibrage du systéme avant I'implantation
de la chambre et le changement de chambre.

La chambre d’exposition. Il s’agit d’un canal réalisé en polydiméthylsiloxane (PDMS) dans
lequel les cellules sont mises au contact avec le flux de milieu de culture. Le canal fait 200
um d’épaisseur pour une longueur de 7 cm et une largeur de 0,5 cm. Les cellules peuvent étre
cultivées sur des lamelles de verre ou des support de culture cellulaire pour la congélation sous
haute-pression (voir figure 4.1 ¢). La chambre est composée de deux lames de verre épaisses
enserrant le support de culture et le moule en PDMS. Deux ouvertures sont percées dans la
lamelle supérieure pour permettre le passage des tubes amenant le milieu de culture.
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Pompe péristaltique Filtre

Dérivation de la chambre

Chambre

Egaliseur Reservoir de
de flux milieu
B cConnecteur femelle large [l Voie d'injection B Tube large
B connecteur male fin B sélecteur [l Tube fin transparent
B connecteur femelle fin B Robinet 2 voies B Robinet 3 voies

FIGURE 4.1 — Montage de culture cellulaire sous flux. a - Schéma général du montage. b - Vue
du montage dans Uincubateur de culture cellulaire. ¢ - Agrandissement de la chambre de flux. Deux
lames de verre épaisses enserrent le canal en PDMS dans lequel le flux est appliqué. La configuration
de la chambre est modifiable par changement du moule en PDMS' et peut s’adapter & divers supports
de culture cellulaire.
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4.2.2 Modifications morphologiques des cellules HCAECs sous flux

L’effet du flux sur la morphologie du tapis cellulaire de cellules HCAECs a été étudié en utilisant
le systéme développé au laboratoire. L’intensité du stress de cisaillement a été étalonnée et fixée
pour I'ensemble des expériences présentées dans cette partie a environ 12 dyn/cm?. Cette force mime
I'intensité observée dans l’endothélium au niveau des zones & risque pour 'apparition de lésions
athérosclérotiques [Chatzizisis 2007].

Les cellules sont cultivées jusqu’a confluence sur une lamelle de verre recouverte de fibronectine.
Les lamelles sont ensuite transférées dans la chambre et mises au contact du flux pendant des temps
de 24 ou 48 heures. Avant l'application du flux, le tapis cellulaire est formé de cellules en contact
et formant un pavage régulier (voir figure 4.2 a-b). Aprés 24 heures d’exposition au flux, on observe
un alignement et un allongement des cellules dans le sens du flux. Les noyaux s’arrangent dans la
longueur, dans le sens du flux (voir figure 4.2 c¢-d). Aprés 48 heures, cette organisation est encore
plus marquée (figure 4.2 d-e).

FIGURE 4.2 — Effet de Uapplication du flux sur les cellules HCAECs. a-b - tapis cellulaire en
absence de pré-conditionnement. c-d - Tapis cellulaire aprés 24 heures d’exposition & un stress de
cisaillement de 12 dyn/cm?, on note un allongement des cellules dans le sens du fluz (fleche blanche).
d-e - Tapis cellulaire apres 48 heures d’exposition a un stress de cisaillement de 12 dyn/cm?. Echelles
100 pm (a-c-e), 25 pm (b-d-f).

Lors de I'exposition au flux, le cytosquelette d’actine est modifié. On observe sur les cellules culti-
vées dans des conditions statiques que les filaments d’actine forment un maillage multi-directionnel.
La présence de points focaux au niveau des croisements entre filaments est particuliérement mar-
quée (voir figure 4.3 b, fleches blanches). Aprés Iexposition au flux pendant 24 heures, les points
focaux disparaissent (voir figure 4.3 d). On observe un allongement des cellules dans le sens du flux
accompagné d’une réorganisation des filaments d’actine. Ils s’organisent parallélement les uns par
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rapport aux autres et dans le sens du flux. Les noyaux s’alignent également dans le sens du flux.
Cette réorganisation est caractéristique des cellules correctement exposées au stress de cisaillement

[Galbraith 1998].

FIGURE 4.3 — Modification morphologique du cytosquelette d’actine aprés exposition 6 un stress
de cisaillement. a-b - Tapis cellulaire en conditions statiques de culture. c-d - Tapis cellulaire apres
exposition a un stress de cisaillement de 12 dyn/cm? pendant 24 heures. Allongement des cellules dans
le sens du flur (fleche blanche), alignement partiel des noyaur dans le sens du flux. Réorganisation
des filaments d’actine dans le sens du flux et disparition des points focaux. Noyauz en bleu, marquage
des filaments d’actine en rouge. Echelle 25 microns.

La morphologie des cellules HCAECs en conditions statiques et soumises au flux a ensuite été
examinée par MET. On note que en conditions statiques, les cellules HCAECs maintenues en culture
pendant quatre jours aprés confluence présentent en MET de nombreux corps multi-lamellaires (no-
tées v sur la figure 4.4), présentant trés probablement une fonction de dégradation. Dans notre
systéme de culture cellulaire, ces corps multi-lamellaires (CML) pourraient provenir d’une voie d’au-
tophagie [Hariri 2000]. L’autophagie est un processus de destruction non-discriminatoire amenant au
recyclage du matériel cellulaire.
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FIGURE 4.4 — Morphologie des cellules au quatriéme jour de culture en conditions statiques, coupes
transversales MET. Présence de vésicules d’autophagie ou CML dans les cellules (V). Echelle 250
nm.

En présence de flux pendant 24 heures, 'aspect des cellules en MET est bien différent. Les
vésicules d’autophagies observées sur les cultures en conditions statiques, aux mémes temps, ne sont
plus visibles sur les cellules traitées (voir figure 4.5. Les cellules sont trés riches en organelles diverses
et facilement reconnaissables (appareil de Golgi, mitochondries, réticulum endoplasmique), attestant
du bon état métabolique des cellules.

FIGURE 4.5 — Morphologie des cellules au quatriéme jour de culture aprés 24 heures de flux, coupes
transversales MET. Présence d’un grand nombre d’organites cellulaires : appareil de Golgi (a - pointe
de fleche, ¢ - fleche), réticulum endoplasmique (b - fleche), mitochondries (c - pointes de fleches).

Pour conclure sur ces observations, le stimulus de flux a modifié la morphologie des cellules
HCAECs en culture, indiquant le passage d’un phénotype plutot dégradatif (caractérisé par la pré-
sence de CML), & un phénotype plus fonctionnel (caractérisé par la présence de nombreuses organelles
attestant de 'activité métabolique normale de la cellule). Nous nous sommes ensuite intéressés a 'ef-
fet du flux sur des protéines pouvant étre impliquées dans le développement des phases initiales de
Pathérosclérose (cavl et CD36) selon notre hypothése.
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4.2.3 Effet du stress de cisaillement sur la cavéoline 1 et les cavéoles

En condition de culture cellulaire statique, la cavéoline 1 est localisée dans I’ensemble des cellules
HCAECs. Le signal correspondant en MOE est réparti dans les cellules sans orientation définie (voir
figure 4.6 a-b). Aprés exposition au flux pendant 24 heures, on observe des zones les plus marquées
pour la cavéoline 1 localisées aux extrémités cellulaires et en aval du flux (voir figure 4.6 c-d, fléches
blanches).

FIGURE 4.6 — Distribution cellulaire de la cavéoline 1 par immuno-fluorescence (IF) en absence et
en présence d’exposition au flux. Les cellules ont été perméabilisées. a-b - Tapis cellulaire en absence
de flux. a - Tapis cellulaire en contraste de phase et marquage des noyauz. b - IF anti-cavéoline 1
(vert) montrant une répartition sur l’ensemble des cellules. On note une distribution aléatoire des
zones riches en cavéoline 1 dans les cellules. Le marquage des filaments d’actine montre la présence
de points focaux. c-d - tapis cellulaire aprés 24 heures d’exposition & une contrainte de cisaillement
de 12 dyn/cm?. ¢ - Contraste de phase. d - Localisation de la cavéoline 1 dans les extrémités des
cellules en aval du fluz (sens du flux indiqué par la fleche blanche). Les filaments d’actine s’allongent
dans le sens du flux et les points focaur disparaissent. Noyauz en bleu (Hoescht), filaments d’actine
en rouge (phalloidine TRITC), marquage cavéoline 1 en vert (Alexa 488). Echelles 25 pm.
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FIGURE 4.7 — Comparaison en MET de coupes transversales de cellules en présence et en absence
de fluz. a - Zone de contacts cellulaires en absence de flux. On note l’absence de vésicules le long des
membranes apicales et basales. b-c - Zones de contacts cellulaires aprés 24 heures d’exposition au flux
a 12 dyn/cm?. On note la présence d’un grand nombre de vésicules correspondant morphologiquement
a des cavéoles dont certaines sont ouvertes sur l'espace extra-cellulaire (pointe de fléche blanche). d-
e-f - Agrandissements de l’image b. Quelques vésicules sont ouvertes sur l’espace extra-cellulaire du
coté basal (fleches blanches), d’autres semblent former des canauz par assemblage (pointes de fleches
blanches). Quelques vésicules sont retrouvées du coté apical (pointe de fleche noire). Les jonctions
cellulaires sont indiquées par les doubles-fleches blanches. Echelles 250 nm.

Les différences morphologiques observées sur les cellules soumises au flux ne se limitent pas
a l'absence de CML. La densité en vésicules membranaires morphologiquement semblables & des
cavéoles est également augmentée (voir figure 4.7). En absence de flux, les zones périphériques des
cellules sont dépourvues de ces vésicules (4.7 a). Aprés 24 heures de d’exposition au flux, on remarque
une densité importante de vésicules au contact des membranes apicales et basales de ces zones
périphériques (4.7 b-c). Ces vésicules peuvent étre ouvertes sur espace extra-cellulaire (4.7 d-f,
fleches blanches). On notera leur présence majoritairement du coté basal de la cellule, néanmoins,
on les retrouve également sur la face apicale (4.7 ¢, pointe de fleche blanche) et formant des zones
riches en vésicules dans toute 'épaisseur de la cellule (4.7 d, f, pointes de fléches blanches).
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L’exposition des cellules au flux laminaire entraine une augmentation de la quantité de cavéoles
au niveau des zones périphériques, a proximité des jonctions cellulaires. Ces observations corres-
pondent morphologiquement & ce qui peut étre observé dans '’endothélium in-vivo (voir chapitre
d’introduction).

o Notre systéme permet ’exposition des cellules HCAECs a un flux mimant les

contraintes de cisaillement existantes dans ’endothélium in-vivo.

o En présence de flux, les cellules HCAECs s’allongent. Les filaments d’actine et les

noyaux se réorganisent dans le sens du flux.

¢ La distribution intracellulaire de la cavéoline 1 est modifiée en présence de flux

et de nombreuses vésicules pouvant correspondre a des cavéoles apparaissent aux
extrémités.

4.2.4 Effet du stress de cisaillement sur CD36

En accord avec des résultats obtenus au laboratoire, le récepteur CD36 est exprimé a la membrane
de cellules HDLECs. En conditions statiques de culture, le récepteur scavenger CD36, est exprimé
par les cellules HCAEC mais n’est pas localisé a la membrane (voir figure 4.8). Le marquage en
immuno-fluorescence de CD36 dans les cellules en conditions statiques ne révéle qu’un signal trés
faible, en absence de perméabilisation, correspondant au bruit de fond de ’anticorps secondaire. Sur
les cellules perméabilisées, le marquage de CD36 est majoritairement intracellulaire.

FIGURE 4.8 — Distribution cellulaire de CDS36 par immuno-fluorescence en absence de pré-
conditionnement sous flux. Les cellules ne sont pas perméabilisées. a - Marquage CD36, trés peu
de marquage des cellules, la majorité du signal se confond au bruit de fond. b - Organisation des fila-
ments d’actine. ¢ - Image combinée. Marquage CD36 en vert, filaments d’actine en rouge et noyauz
en bleu. Echelle 25 um.
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Aprés exposition au flux pendant 24 heures, la distribution cellulaire du CD36 change (voir figure
4.9). On observe, sur les cellules non perméabilisées, un marquage intense en surface des cellules. La
distribution du marquage est trés linéaire, présentant un pattern semblable aux filaments d’actine et
semble également suivre un pattern plus ponctiforme suivant la forme des cellules.

FIGURE 4.9 — Distribution cellulaire de CD36 par immuno-fluorescence aprés 24 heures de pré-

conditionnement sous flur a 12 dyn/cm?. Les cellules ne sont pas perméabilisées. Les images ont
été réalisées dans les mémes conditions d’illumination que pour la figure 4.8. a - On remarque un
marquage intense de CD36 en surface des cellules et qui s’aligne sur les filaments d’actine. b - On
observe une réorganisation des filaments d’actine dans le sens du flux (fleche blanche). ¢ - Image
superposée, la zone délimitée par le cadre blanc présente une région de la cellule ot CDS36 et les fila-
ments d’actine pourraient étre partiellement colocalisés. Marquage CD36 en vert, filaments d’actine
en rouge et noyauz en bleu. Echelle 25 pum.

L’observation par microscopie confocale confirme la présence du marquage ponctiforme de CD36
en surface des cellules (voir figure 4.10). Trois tranches optiques ont été sélectionnées. La premiére
au niveau de la surface des cellules (4.10 a-c), montre le marquage CD36 potentiellement en surface
au dessus des régions nucléaires. La seconde est située approximativement au milieu de 1’épaisseur
totale de la cellule (4.10 d-f) et montre une répartition en surface de CD36. La derniére, choisie au
niveau basal des cellules (4.10 g-i), montre le signal CD36 le long des filaments d’actine. La figure
4.11 ¢ présente une analyse de colocalisation réalisée avec le greffon Colo2 pour ImagelJ entre le
signal de CD36 et les filaments d’actine sur une image de microscopie confocale. On remarque une
colocalisation partielle de CD36 sur les filaments d’actine. La projection 2D de la colocalisation entre
les deux images (voir figure 4.11 d) montre une bonne correspondance entre le signal de CD36 et les
filaments d’actine. CD36 et les filaments d’actine ne colocalisent donc pas totalement, néanmoins le
signal correspondant & CD36 suit le marquage des filaments d’actine.
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FIGURE 4.10 — Distribution cellulaire de CD36 par immuno-fluorescence aprés exposition au flux
pendant 24 heures, microscopie confocale. a-c - Tranche optique située dans la partie supérieure de la
cellule au dessus des noyauz. d-f - Tranche optique au milieu de l’acquisition. g-t - Tranche optique
proche de 'extrémité basale des cellules. Marquage des filaments d’actine en rouge (a, d, g), CD36
en vert (b, e, h) et image composite (c, f, ). Echelle 25 um.
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FIGURE 4.11 — Colocalisation de CDS36 et des filaments d’actine par immuno-fluorescence aprés

exposition au flur pendant 24 heures, microscopie confocale. Tranche optique située du coté basal de
la cellule (comparable aux images g-i sur la figure 4.10). a - Marquage des filaments d’actine. b -
Marquage de CD36. ¢ - Image composite, on remarque une colocalisation partielle. d - Projection
2D de la colocalisation entre les deux images, les signauzx colocalisent partiellement (coefficients de
Manders de 0,634 pour les filaments d’actine sur le CD36 et de 0,707 pour le CD36 sur les filaments
d’actine). Echelle 10 pm.

La localisation du marquage CD36 sur les cellules HCAECs a ensuite été examinée par MET dans
les mémes conditions. La totalité du marquage observé en MET est localisée & la membrane apicale
(pointes de fleches blanches) la plupart du temps en groupes. En absence d’exposition au flux, aucun
marquage spécifique n’a été observé. La face basale des cellules n’est pas accessible aux anticorps
portant les billes d’or. Il nous est donc impossible de détecter le CD36 localisé a la membrane basale.

FIGURE 4.12 — Galerie d’images MET montrant la distribution cellulaire de CD36 aprés exposition
au fluxr pendant 24 heures. Marquage immuno-cytochimique en pré-inclusion, les cellules n’ont pas
été perméabilisées. On observe un marquage & la membrane apicale du CD36. Echelles 50 nm.

o CD36 est absent de la membrane des cellules HCAECs en conditions statiques.

¢ L’exposition 4 un flux mimant les contraintes hémodynamiques provoque ’appa-
rition de CD36 a la membrane apicale dans les cellules HCAECs.
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4.3 Discussion

L’objectif de cette partie est la mise au point d’'un modéle cellulaire pour 1’étude du transport
trans-endothélial du LDL dans I’endothélium coronaire humain in-vitro. Le systéme expérimental
présenté a été développé en collaboration avec un laboratoire spécialisé en micro-fluidique. Il permet
de mimer le stress de cisaillement causé par les contraintes hémodynamiques dans les vaisseaux
sanguins sur un tapis cellulaire in-vitro. Les cellules endothéliales subissent une dé-différenciation
rapide aprés leur isolement amenant & un glissement de phénotype. Cette dé-différenciation partielle
observée in-vitro est en partie due a I’absence des facteurs physiques caractéristiques de ’endothélium,
a savoir les forces hémodynamiques. Le reconditionnement par I'exposition des cellules HCAECs a
un stress de cisaillement, provoque diverses modifications de leur phénotype pouvant étre résumées
de la maniére suivante :

¢ On observe un allongement des cellules dans le sens du flux accompagné d’une réorganisation
du cytosquelette cellulaire et d’'une augmentation de la densité en organelles attestant d’'un
bon fonctionnement des cellules.

¢ La distribution cellulaire de la cavéoline 1 est modifiée par le flux. On note une répartition des
zones enrichies en cavéoline 1 au niveau des zones cellulaires périphériques localisées en aval
du flux. On observe également dans ces zones par MET, I"apparition de vésicules morphologi-
quement semblables & des cavéoles.

¢ Le conditionnement par le flux entraine également 'apparition de CD36 a la membrane plas-
mique.

Le développement d’un systéme de conditionnement sous flux en culture cellulaire
répond & un besoin partagé entre différents sujets étudiés au laboratoire (structure des jonctions cellu-
laires adhérentes, transcytose du LDL, etc.). L’absence de forces hémodynamiques sur I’endothélium
in-vitro est en partie responsable de la dé-différenciation rapide observée lors de l'isolation de cellules
endothéliales [Ando 2009]. De plus, I'objectif est, & terme, d’étudier le transport trans-endothélial du
LDL en tant qu’étape initiatrice de I'athérosclérose. Le lien entre les conditions physiques locales et
le déclenchement de ’athérosclérose montre un roéle des forces hémodynamiques dans le transport et
I'accumulation du LDL [Cheng 2007]. Afin d’étudier le transport du LDL sur un modeéle cellulaire
s’approchant des conditions physiologiques, le recours & un montage de culture cellulaire sous flux
est donc nécessaire.

Plutot que d’avoir recours & un montage commercial, il a été choisi de développer au laboratoire
un montage spécialement adapté aux besoins des techniques d’observation qui seront potentiellement
utilistes (MOE et MET). Le prototype utilisé dans cette étude a permis l'application d’un flux et
I’observation de changements morphologiques importants sur les cellules HCAECs. Néanmoins, la
géométrie de la chambre pourrait étre améliorée. Diverses pistes sont actuellement explorées afin de
faciliter la manipulation et la mise en route du systéme (par exemple le serrage de la chambre autour
de I'échantillon par vide d’air plutét que par des pinces métalliques). Les études présentées dans cette
partie sont réalisées dans des conditions simples de flux correspondant & la situation retrouvée au
niveau des zones prones au développement de liaisons athérosclérotiques [Chatzizisis 2007|. D’autres
géométries du canal d’exposition des cellules au flux sont également envisageables, afin de mimer par
exemple des zones de bifurcations artérielles par la modulation du moule en PDMS formant le canal
d’application du flux.
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En présence d’une contrainte de cisaillement par le flux de I'ordre de 12 dyn/cm? pendant 24
heures, les cellules HCAECs subissent une modification morphologique importante. Le tapis
cellulaire se réarrange dans le sens du flux. Les cellules s’allongent et leurs noyaux se placent de
maniére & limiter les frictions au maximum. Le cytosquelette d’actine se réorganise également. On
observe une disparition des zones focales caractéristiques des filaments d’actine sur des cultures sta-
tiques et leur organisation en fibres de stress paralléles au sens du flux. Ces résultats sont en accord
avec les observations de Galbraith et al. [Galbraith 1998|, qui décrivent trois phases dans la réorga-
nisation de cellules endothéliales soumises & un stress de cisaillement. Une premiére phase, ayant lieu
dans les trois premiéres heures d’exposition au flux, pendant lesquelles les cellules s’allongent dans
le sens du flux, la densité des jonctions cellulaires augmente et des fibres de stress apparaissent. Ils
décrivent ensuite, une seconde phase, aprés 6 heures d’exposition au flux, caractérisée par une réor-
ganisation du noyau et des centres d’organisation des microtubules en amont du flux. La derniére
phase, observée pour des cellules soumises 12 heures au flux, est caractérisée par un allongement
important des cellules dans le sens du flux et une réorganisation des fibres de stress dans le sens du
flux et sur toute la longueur de la cellule. Cet alignement caractéristique des fibres de stress dans la
longueur de la cellule est facilement observable par MOE aprés marquage des filaments d’actine. Ce
marquage a été réalisé & chacune de nos expériences, afin de valider l'effet du flux sur les cellules.

En accord avec nos résultats, la distribution cellulaire de la cavéoline 1 en présence de stress
de cisaillement change. Classiquement localisée sur ’ensemble de la surface de la cellule, la cavéoline
1 présente une concentration locale dans la cellule décrite comme étant localisée & ’arriére de cellules
en déplacement [Parat 2003] [Beardsley 2005]. En présence de flux, cette concentration locale est
observée en aval du flux sur nos expériences. Sun et al. présentent des résultats similaires, montrant
une localisation préférentielle de ces zones riches en cavéoline 1 en amont du flux [Sun 2003].

L’observation par MET d’une quantité accrue de vésicules morphologiquement sem-
blables a des cavéoles dans les zones périphériques aprés exposition au flux par rapport
aux cultures cellulaires statiques représente un avantage important pour I’étude de phénoménes de
transport. Il a par exemple été montré que des cellules endothéliales isolées et cultivées voient leur
nombre de cavéoles diminuer par rapport & un endothélium in-vivo [Schnitzer 1994b|. Aucune statis-
tique n’a été réalisée sur nos échantillons dans le but de quantifier 'augmentation de la quantité de
vésicules de "type" cavéoles. Néanmoins, la différence entre cellules en conditions statiques et sous
flux est notable. Cette différence a également été observée dans la littérature. Boyd et al. ont par
exemple pu montré une augmentation de I'ordre de 45-48% de la quantité de cavéoles aux membranes
plasmiques de cellules d’artére bovine [Boyd 2003]. De méme, Rizzo et al. montrent une augmenta-
tion massive de la cavéoline 1 et des autres protéines caractéristiques des cavéoles a la membrane
plasmique de cellules d’aortes bovines soumises & un stress de cisaillement. Cette augmentation est
également corrélée & une augmentation de la quantité de cavéoles aux membranes des cellules par
MET [Rizzo 2003].

En conclusion, I'exposition des cellules HCAECs a un flux mimant les contraintes de stress de
cisaillement existantes dans les vaisseaux sanguins confére des caractéristiques observées dans des
cellules endothéliales in-vivo. La présence de CD36 en surface des cellules HCAECs aprés exposition
au flux nous permet d’envisager 1’étude du transport du LDL et 'implication potentielle des cavéoles
sur un modéle cellulaire d’endothélium correspondant aux zones prones a 1’athérosclérose in-vivo.
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4.4 Partie expérimentale

4.4.1 Culture cellulaire
4.4.1.1 Matériel biologique

Les cellules HCAECs (Human Coronary Artery Endothelial Cells), cellules endothéliales humaines
coronaires artérielles sont achetées chez Promocell (Heidelberg, Allemagne) au passage 3 ainsi que
tout milieu de culture sauf contre-indication. Elles sont amplifiées dans du milieu de culture complet
(ECBM) jusqu’au passage 4 - 5, puis trypsinées et congelées en aliquots de 500 000 cellules en présence
de 10% de SBF, formant le stock.

Chaque cryo-tube stock est décongelé et amplifié sur 2 fioles plastiques (T25; Costar, Corning,
New York, USA) jusqu’a confluence. Les cellules sont ensuite trypsinées et réensemencées selon les
besoin de I'expérience. Classiquement, les cellules sont ensemencées & une concentration de 50 000
cellules/cm? sur des lamelles de verres recouvertes de fibronectine (Sigma-Aldritch). Ces cellules sont
cultivées jusqu’a confluence par un changement du milieu complet tout les deux jours.

4.4.1.2 Culture cellulaire sous flux laminaire

Une fois & confluence, les cultures cellulaires sont exposées au flux pendant des durées de 24 a
une intensité de 12 dyn/cm?. La totalité du systéme a I'exception de la chambre est stérilisée dans
un sac étanche et séché a ’étuve avant l’expérience. La boucle du montage de flux est assemblée.
Les deux réservoirs sont remplis de 100 mL de milieu complet et soigneusement fermés. Une fois la
boucle fermée I’ensemble du montage est transféré dans un incubateur a 37°C et 5 % d’humidité. La
pompe péristaltique est installée et le systéme est mis en fonctionnement. L’équilibrage en CO2 du
systéme se fait & vitesse maximale, pendant au minimum deux heures.

La chambre est décontaminée & 1’éthanol absolu et aux UV juste avant ’expérience. La boucle
de dérivation et le canal sont assemblés. Les cellules a confluence cultivées sur lamelle de verre sont
placées au niveau du canal. Une goutte de milieu est déposée en surface de la lamelle. Celle-ci est
ensuite enserrée entre le canal en PDMS et deux lames de verre épaisses. Il est important d’éviter au
maximum la formation de bulles d’air qui pourraient décrocher les cellules. L’ensemble est stabilisé
par quatre pinces de serrage en métal.

La chambre contenant les cellules est transférée dans I'incubateur. Le flux est coupé & la pompe
dans la boucle du systéme et, la chambre et sa dérivation sont insérées dans la boucle entre les deux
réservoirs. Le flux va ensuite étre rétabli progressivement dans le systéme. Le flux circule d’abord
dans la dérivation de la chambre, le temps d’éliminer un maximum de bulles d’air du systéme. Une
fois le systéme stabilisé, la dérivation de la chambre est fermée forcant le flux vers les cellules. Trois
systémes peuvent étre utilisés en méme temps dans l'incubateur et sur la méme pompe.

Lors de 'arrét du systéme, la pompe péristaltique est arrétée progressivement. Les vannes isolant
la chambre sont fermées et la chambre est retirée de la boucle. Une autre chambre peut étre insérée
dans le systéme a la suite. La chambre est rapidement démontée et les cellules sont transférées dans
une boite de pétri contenant du milieu complet, puis fixées.
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4.4.2 Microscopie photonique a fluorescence
4.4.2.1 Fixation des échantillons

Les échantillons sont fixés par ajout d’une solution de paraformaldéhyde (PFA) 4% dans du
tampon phosphate 0,1M & doubles concentrations dans les puits de culture. Aprés 5 minutes, la
solution est remplacée par une solution de fixateur fraiche. Dans les cas des expériences préparatoires
a la microscopie électronique (tests d’immuno-marquages), les conditions de fixation utilisées en MET
sont également appliquées.

4.4.2.2 Protocole d’immunofluorescence

Les cellules apreés fixation sont perméabilisées dans le cas de marquage d’épitopes intra-cellulaires
avec du triton X-100 & 0,1 % dans le PBS pendant 2-5 minutes. Les sites antigéniques non-spécifiques
sont ensuite saturés avec de la BSA 1% pendant 2 heures a température ambiante. Les cellules sont
ensuite incubées avec les anticorps primaires (listés dans la table 4.1), en présence de BSA 0,1%
dans du PBS. Aprés trois rincages au PBS, les cellules sont incubées avec les anticorps secondaires
correspondants. Aprés une série de ringages au PBS, les cellules sont incubées avec une solution de
Hoescht34580 (Invitrogen) & 5 ng/mL pour un marquage du noyau. Les cellules peuvent également
étre incubées 30 minutes avec une solution de phalloidine-TRITC (1 ng/mL dans du PBS, Sigma).
Les cellules sont ensuite rincées rapidement & ’eau milliQQ et montées sur une lame de verre dans
du milieu de montage DAKO. Les images sont réalisées sur un microscope a épifluorescence Leica
DMI-6000 inversé, un microscope a épifluorescence Olympus BX51 droit ou un microscope confocal
Leica DMI6000 TCS SP5 inversé.

Anticorps Type Espéce Reférences Dilution

. Invitrogen
Z0-1 Polyclonal ~ Lapin 402200 1/250
Cavl Polyclonal ~ Lapin Abcam 1,/200
. Monosan
CD36 Monoclonal  Souris FAG.152 1/100

TABLE 4.1 — Tableau récapitulatif des anticorps primaires utilisés dans U'étude. Détails du type
d’anticorps, de ’animal de production, des références du fournisseur et de la dilution finale utilisée.

4.4.3 Protocole d’immuno-marquage en pré-inclusion pour la MET

Les sites antigéniques non-spécifiques sont saturés avec de la BSA 1% pendant une heure. Les
cellules sont ensuite incubées sur la nuit en présence d’anticorps primaires anti-CD36 (voir table
4.1) au 1/50°™¢. Aprés trois ringages au PBS, les cellules sont incubées avec un anticorps secondaire
anti-souris portant une bille d’or colloidal de 10 nm (GAM-10 nm, Aurion, 1/50°®¢) pendant deux
heures. Aprés ringages, les cellules sont fixées une heure avec du glutaraldéhyde 1% dans du tampon
phosphate 0,1M. L’étape de post-fixation & ’'OsO4 (1%) est réduite & 10 minutes. Les cellules sont
ensuite déshydratées et incluses en résine épon selon le protocole développé précédemment.






CHAPITRE 5

Conclusion générale et perspectives

L’objectif de ce travail de thése a été de caractériser I’interaction, 1’internalisation et le
transport de NPs de silice de différentes tailles au travers d’un endothélium pulmonaire
in-vitro. L’originalité de ce travail, repose sur I'utilisation de la MET associée aux méthodes
de stéréologie, pour la quantification du transport trans-endothélial des NPs. L’endocytose des
NPs de 15, 50 et 100 nm a, tout d’abord, été suivie dans des mono-couches cellulaires cultivées sur
supports rigides de cellules HPAECs. L’utilisation d’inserts de culture supportés a, ensuite, permis
I’observation et la quantification de la transcytose des NPs et de leur devenir intracellulaire dans la
barriére endothéliale. La méthodologie développée lors de ces études peut maintenant étre appliquée
a I’étude du transport de particules biologiques, telle que ’étude du transport trans-endothélial du

LDL.

L’étude de ’endocytose et de la transcytose des NPs révéele un effet de la taille des particules
sur leur transport trans-endothélial et leur accumulation dans ’endothélium in-vitro. Les résultats
obtenus peuvent étre résumés de la maniére suivante :

o Les NPs sont plus facilement prises en charge par les cellules en absence de couronne pro-
téique. Notre objectif étant de visualiser un transport trans-endothéliale des NPs, I’ensemble
des expériences ont été menées sur des NPs nues. Ce choix s’éloigne de la réalité physiologique,
pour laquelle 'opsonisation des NPs est de premiére importance dans leur interaction avec les
cellules de ’endothélium mais répond & un besoin de simplification de notre modéle d’étude.

o L’internalisation des NPs par les différentes voies d’endocytose dépend de la taille. Les NPs (15,
50 et 100 nm) sont capables d’étre internalisées par macropinocytose. Néanmoins, les NPs de
15 et 50 nm sont également endocytées via la voie clathrine. Les NPs de 15 nm sont également
internalisées par la voie cavéole en absence d’agrégation massive.

¢ L’accumulation intracellulaire des NPs est dépendante de la taille. Les NPs de 50 et 100 nm
sont majoritairement accumulées au cours du temps dans les cellules endothéliales. Les NPs de
15 nm sont au contraire éliminées plus facilement.

o Meéme si le transport trans-endothélial des NPs est possible pour toutes les tailles par la libéra-
tion du contenu d’endosomes & la face basale des cellules, la transcytose directe de NPs n’a pu
étre observée que pour de petits groupes de NPs de 15 nm, potentiellement via la voie cavéole.

Nous avons utilisé la MET, une méthode qui est suffisamment résolutive pour permettre le
suivi direct des NPs dans les échantillons. Nous observons uniquement des instantanés de 'in-
teraction entre les NPs et les cellules endothéliales. L utilisation de la stéréologie permet de quantifier
les phénomeénes observés. Plusieurs publications décrivent la nécessité de quantifier les phénomeénes
d’interactions cellulaires des NPs directement en MET . La plupart de ces études se sont focalisées,
sur la caractérisation de l'internalisation |[Rothen-Rutishauser 2014] et de la distribution cellulaire
des NPs [Muhlfeld 2007]. Les auteurs évoquent le besoin de quantification par la stéréologie des
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phénomeénes de transport [Shapero 2011| mais n’ont pas présenté de solutions techniques ou de ré-
sultats. Dans cette étude, nous avons souhaité développer un protocole simple pour la quantification
de l'internalisation, de la distribution et de la transcytose de NPs dans la barriére endothéliale in-
vitro. Ce protocole repose sur un échantillonnage en cascade assurant une bonne représentativité de
I’échantillon et une quantification directe & partir d’images de MET. Les protocoles utilisés pour-
raient encore étre améliorés, notamment en diminuant la masse de comptages & réaliser par ’ajout
d’une étape d’échantillonnage aléatoire supplémentaire lors de 1'observation MET.

Cette étude montre que la taille des nano-objets mis au contact de la barriére endothéliale
détermine leur transport et leur accumulation. La sélectivité des voies d’internalisation et ’aiguillage
des NPs vers les voies de dégradation cellulaires (pour les NPs de 50 et 100 nm) ou vers la transcytose
directe (pour les 15 nm) est fonction de la taille des particules.

L’application de la méthodologie développée pour I’étude du transport trans-cellulaire des NPs
de silice peut maintenant s’appliquer & I’étude du transport trans-endothélial du LDL pour
I’étude des phases précoces de 'athérosclérose. Il est néanmoins nécessaire de développer un mo-
déle cellulaire tenant compte des caractéristiques physiologiques existant au niveau de ’endothélium
pathologique. Dans ce but, un modéle cellulaire d’endothélium d’artéres coronaires humaines en pré-
sence de contraintes de cisaillement similaires aux forces hémodynamiques observées in-vivo a été mis
au point. Cette étude présente le développement d’un module de culture cellulaire sous flux laminaire
et les premiers résultats obtenus sur des mono-couches de cellules HCAECs. L’exposition & un flux
laminaire des cellules HCAECs a entrainé une modification morphologique des cellules, rappelant les
caractéristiques in-vivo. Ces changements s’accompagnent également d’une réorganisation des zones
enrichies en CAV1 et d'une apparition massive de cavéoles dans les zones cellulaires périphériques.
Enfin, le récepteur CD36, candidat potentiel pour la transcytose du LDL dans I’endothélium via la
voie des cavéoles, est recruté a la membrane apicale aprés exposition au flux.

Ces résultats sont encourageant pour I’étude du transport du LDL sur ce modéle cellulaire. Néan-
moins différentes améliorations peuvent encore étre apportées au systéme de flux laminaire.
Une miniaturisation du systéme pourrait par exemple permettre I'injection dans le systéme de sub-
stances cofiteuses, sans interruption de la circulation du milieu. L’étude de la transcytose des NPs
de silice nous a également montré que ’'utilisation de supports de culture rigides, par opposition aux
supports de culture poreux utilisés dans les expériences de transcytose, peut bloquer le transport
trans-endothélial. Une publication récente de Booth et al. présente un module de micro-fluidique
permettant de soumettre & un stress de cisaillement controlé des mono-couches de cellules cultivées
sur une membrane supportée et de suivre la perméabilité de la mono-couche par RETE [Booth 2014].
Le développement de supports de culture cellulaires de plus en plus novateurs [Li 2013|, s’approchant
des conditions physiologiques observées dans ’endothélium ouvre de nombreuses perspectives pour
une étude toujours plus approfondie des mécanismes de transport trans-endothélial de macromolé-
cules. Ces améliorations nécessitent le développement de nouveaux outils techniques mais également,
la mise en place de modéles cellulaires tenant compte des signaux émis, dans les tissus, par les
différents types cellulaires [Tourovskaia 2014, via des approches de co-culture par exemple.
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Pour pouvoir suivre le transport du LDL dans I’endothélium par MET, il reste encore & résoudre
le probléme du suivi intracellulaire des particules de LDL. Contrairement aux NPs de silice,
denses aux électrons, les LDL sont difficilement observables directement en MET. Des stratégies de
marquage des particules de LDL doivent donc étre mises en place. Deux approches récentes ont été
développées en ce sens. La premiére propose de greffer les particules de LDL en surface d’'une NP d’or
colloidal qui servira a repérer le LDL dans la cellule [Baudoin 2013|. Cette approche basique, simple
a mettre en place, n’est pas idéale pour I’étude du transport trans-cellulaire, car elle ne permet pas le
suivi d’une particule de LDL isolée mais plutét le suivi d’une rosace de particules de LDL d’environ
65 nm, entourant la bille d’or. Cela ne correspond plus & la morphologie native de la particule. Une
approche plus élégante a été développée par Allijin et al.. Au lieu de greffer des particules de LDL sur
une bille d’or colloidal, des nano-cristaux d’or enrobés d’une mono-couche lipidique sont inclus dans
les particules de LDL par sonication, permettant leur suivi par MET sans perte d’activité biologique
[Allijn 2013]. Ces approches sont en cours de développement au laboratoire (voir annexe A).

L’objectif est maintenant d’appliquer les méthodes de caractérisation et de quantification utili-
sées lors de I’étude de 'interaction des NPs de silice avec la barriére endothéliale, au transport du LDL
dans un endothélium exposé & des contraintes hémodynamiques proches de celles observées au niveau
des zones prones au déclenchement de lésions athérosclérotiques. Cette méthodologie peut également
s’appliquer & d’autres types de barriéres biologiques telles que, par exemple, la barriére hémato-
encéphalique, mais également des barriéres épithéliales telles que la barriére bronchique pulmonaire,
ou la barriére digestive dans le cadre d’études de toxicité ou de transport de macromolécules.

Les résultats des chapitres 2 et 3 sur l'internalisation et la transcytose des NPs de silice de 15, 50
et 100 nm dans la barriére endothéliale in-vitro ont été consignés dans un manuscrit en préparation
intitulé : "Size-dependent transcytosis of silica nanoparticles in human endothelial barrier”, présenté
en annexe C.
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FIGURE A.1 — Approches étudiées pour la sétection du LDL intracellulaire par MET. a-c - Approche
par greffage des particules de LDL en surface d’une bille d’or colloidale [Baudoin 2013]. Plusieurs
particules de LDL adheérent a la surface de l'or formant des "rosaces" (a). Les complexes Au-LDL,
sont sensibles a l’agrégation en surface des cellules (b) et sont uniquement localisés dans les endosomes
aprés une heure d’exposition (c). d-f - Approche par marquage des particules de LDL par des nano-
cristaux d’or [Alliin 2013]. d - schéma simplifié du protocole. Les nano-cristaur d’or sont enrobés
d’une mono-couche de lipides (MHPC, fléche a). Ces nano-cristauz sont ensuite soniqués en présence
de particules de LDL (fleche b), provoquant l’entrée de nano-cristaux dans les particules de LDL. Le
mélange obtenu est ensuite purifié afin de ne conserver que les particules de LDL marquées (fleche c).
e - Nous avons, pour le moment, synthétisé deuz types de nano-cristaux d’or (2 et 4 nm) et réalisé
les enrobages par le MHPC. Les étapes de sonication restent encore a mettre au point. f - Exemple de
nano-cristauzr enrobés mis au contact des LDL. On note une faible intégration dans ces conditions.
Echelles : 250 nm (b-c) et 100 nm (f).
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FIGURE B.1 — Agrandissement de la figure 3.6 - Internalisation et transcytose de NPs de 15 nm dans des cellules HPAECs
cultivées sur membranes supportées. Coupe transversale d’une cellule, dont trois zones ont été agrandies. a - NPs 15 nm en groupes
a la membrane apicale (fleches). b - NPs libres dans le cytoplasme en petits groupes accédant a l’espace sub-cellulaire (pointes de
fleches). ¢ - NPs regroupées dans une vésicule (pointe de fléche), et groupe de NPs en cours de libération dans [’espace sub-cellulaire
(fleche). N - noyau. Echelle 0,5 pm.
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FIGURE B.3 — Agrandissement de la figure 3.8 - Internalisation et transcytose de NPs de 100 nm dans des cellules HPAECs
cultivées sur membranes supportées. Coupe transversale d’une cellule, dont trois zones ont été agrandies. Les fleches orange indiquent
des corps de Weibel-Palade, reconnaissables a leur structure tubulaire. a - NPs isolées dans le cytoplasme (fleches blanches). b - NPs
dans une vésicule contenant des débris membranaires et cellulaires (fleche blanche). ¢ - NPs en cours d’internalisation (pointes de
fleches blanches), distribuées dans de larges vésicules intracellulaires (fleche blanche) et pouvant étre ouvertes sur le compartiment
basal (fleche noire). N - noyau. Echelle 0,5 ym. Un agrandissement de la figure est placé en annezes.
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Abstract

Nanoparticles as carriers for imaging and delivery therapeutic agents have been designed for potential
biomedical and pharmaceutical applications. Effective systemic nanodelivery is challenged by
penetration across the vascular endothelium before reaching diseased tissues and/or tumors. A better
understanding of active transport across the vascular endothelium is needed to improve the therapeutic
index. A monolayer of human primary endothelial cells has been reconstituted on a microporous
membrane. The internalization and transcellular transport of fluorescent silica nanoparticles (16, 50 and
100 nm) (SiNP) have been quantitatively analyzed at nanometer resolution using transmission electron
microscopy (TEM) combined with stereology. Transcellular transport has been observed for all SiNPs.
However cellular distribution of SiNP and their release at basal membrane were size-dependent. The
release of SINP16 was more efficient than that of SiNP-50 and SiNP-100. And also cellular
accumulation was less important for small particles. Cellular uptake has been analyzed by flow
cytometry and by TEM in the presence of different endocytic inhibitors to decipher SiNP internalization
pathways. Depending on SiNP size, the involved endocytosis mechanisms were different suggesting that
different endocytosis pathways enable transcellular transport. Interestingly the specific caveolin-

mediated internalization of SiNP-16 could explain the efficacy of their release at the basal side.

Keywords: endothelial cells, transcytosis, electron microscopy, stereology



Introduction.

Over the last years, several nanoparticles have been designed as carriers for delivery of imaging and
therapeutic agents for potential biomedical and pharmaceutical applications. Due to the complexity of in
vivo systems, their efficiency is severely inhibited by multiple biological barriers (Chrastina et al., 2011).
Effective systemic nanodelivery is then challenged by penetration across the vascular endothelium. The
vascular endothelium is composed of a monolayer of cells that largely controls the exchange of blood
components with the underlying tissues. It forms tight intercellular junctions preventing paracellular
passage. Thus the transport across the vascular endothelium implies a transcellular transport such as e.g.
transcytosis process enabling the transfer through the cell. This process entails endocytosis, vesicular
transfer and exocytosis. There is a need to increase our understanding of how these particles are taken up
and transported across the vascular endothelium to improve the therapeutic index.

Silica nanoparticles have been developed as drug delivery vectors for protein and nucleic acids, as cell
markers and molecule carriers. Because of their small size and large reactive surface they have a high
capability to interact with cellular membrane and induce cellular uptake. In vivo evidence exists that
silica nanoparticles efficiently translocate through the vascular endothelium. They have been recovered
in pulmonary circulation after lung exposure or into the brain after intranasal administration (Yoshida et
al., 2013). In lung endothelium, transcytosis of albumin-coated nanoparticles has been described in
animal (Ghitescu et al., 1986; Mehta and Malik, 2006) and in isolated endothelial cells (Schnitzer et al.,
1994) mediated by caveolae pathway providing a possible way to deliver nanoparticles across
endothelial cells (Chrastina et al., 2011; Drab et al., 2001; Schubert et al., 2001; Stan, 2002). Gold
nanoparticles complexed with an antibody specific for lung caveolae crossed endothelium barrier
suggesting application for drug and gene delivery (MclIntosh et al., 2002). Because of biomedical
applications of silica nanoparticles as intravascular drug carriers, the studies on interactions between

silica nanoparticles and endothelial cells are required. Previous studies have shown interactions with



human endothelial cells (Corbalan et al., 2011; Napierska et al., 2013) raising the questions of their
uptake and the potential transcellular transport.

In vitro transcytosis of nanoparticles has been achieved with microporous membranes in brain EC (Ye
et al., 2013). While the use of fluorescent nanoparticles was suitable for assessing the cellular uptake,
the quantification of their transcellular transport based on fluorescence intensity recovered in the basal
chamber seemed less appropriate. Dye release, particle agglomeration impairing the passage through the
filter pores, nanoparticle adhesion to the pores without reaching the chamber were three main limitations
(Ye et al., 2013). Instead of fluorescence signal, the use of electron microscopy provides the well-suited
resolution for visualizing the location of nanoparticles on ultrathin sections giving access to much more
events of nanoparticles per cell than with fluorescent microscopy (Rothen-Rutishauser et al., 2014). This
2D observation did not allow a quantitative description in the absence of 3D structure. To overcome this
limitation, it has been proposed that accurate and precise quantitative estimates of nanoparticle amount
can be retrieved from ultrathin sections using stereological sampling technique (REF). Stereology
consists in the estimation of morphometric parameters of three-dimensional (3D) objects based on
measurements made on two-dimensional sections. Quantitative estimations provided by appropriate
sampling protocol. EM quantitation uses stereological approach (systematic uniform random sampling)
well suited to heterogeneous biological specimens examined in cell. At the level of ultrastructure it has
been successfully applied to efficient quantitation of gold immunolabeling nanoparticle and endocytosis
of clathrin-independent carriers (Howes et al., 2010; Rothen-Rutishauser et al., 2014).

In this study, we report the internalization and transcytosis of fluorescent silica nanoparticles (SiNPs)
of different sizes (16, 50, 100 nm in diameter) on a monolayer of pulmonary endothelial cells using
complementary techniques of transmission electron microscopy (TEM) and stereology. Transcytosis has
been observed for all SiNPs after 1 h exposure. The cellular distribution of SiNP has been analyzed after
1h and 24 h. Unlike SiNP-16, a cellular accumulation of SINP-50 and SiNP-100 has been measured. To

decipher the internalization pathways of siNP, an analysis of the cellular uptake by flow cytometry and



TEM in the presence of different endocytic inhibitors provided new insight on transcellular transport

and cellular accumulation.

Methods

Nanoparticle synthesis

Fluorescent 16, 50 and 100 nm SiNPs were synthesized. Fluorochromes were incorporated inside the
NPs core during synthesis. SiNPs were labeled with fluorescein isothiocyanate (FITC) that is
characterized by an excitation wavelength at 488 nm and maximum emission wavelength at 520 nm.
The synthesis of 16 nm-SiO,-FITC NPs was performed in one step by adding a solution of 5 mL of
fluorescent organosilane solution previously prepared mixed with 240 mL of ethanol and 5 mL of TEOS
into a 2 L round bottom flask containing 650 mL of EtOH, 2.4 mL of water and 24.1 mL of ammonia.
The solution was let to react overnight at room temperature (RT) in the dark. 16 nm-SiO,-FITC NPs
were purified against ultrapure water (18 MQ) by tangential ultrafiltration with an Amicon system
(Millipore, Billerica, USA) equipped with a membrane of 100 kDa cut-off until disappearance of
fluorescence in the filtrate. Batches of bigger sizes were purified by centrifugation. Before, ammonia
and ethanol were removed from the medium by rotative evaporation at 40°C at the end of the synthesis.
The fluorescent particles were extensively washed by centrifugation against ultrapure water at 13,000 g
for 15 min until disappearance of fluorescence in the supernatant. Estimation of silica concentrations in
the dispersion was carried out by Inductively Coupled Plasma (ICP) using an ICP Optical Emission
Spectrometer (ICP-OES) and a gravimetric method. The synthesis of 50- and 100 nm-SiO,-FITC NPs
has been described previously (Vranic et al., 2013). Physicochemical characteristics of NPs are

accessible in supplementary data ( see Figure S1, Table S1).

Cell culture
Human pulmonary artery endothelial cells (hPAEC) were purchased from Promocell (Heidelberg,

Germany) as well as cell culture reagents. They were grown in growth medium (ECGM, Promocell) in a
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humidified atmosphere with 5% CO2 at 37°C. All the experiments were performed with cells from
passages 3 to 4. For NP uptake, cells were grown in T25-flasks (Costar, Corning, New York, USA) to
confluence and then seeded at 50 000 cells/cm? onto fibronectin (Sigma-Aldrich) coated glass slides.
Alternatively, cells were seeded onto 0.4 pm pore size Millicell hanging cell culture inserts (Millipore,
Switzerland) coated with fibronectin at 50 000 cells/cm? in two compartment chambers for translocation
experiments. 350 pL of complete culture medium were added to the apical chamber and 650 pL to the

basolateral chamber.

Cell treatment

SiNP dispersions were prepared by diluting SiINP stock solutions (19.6 mg/ml in water) into a basal
medium (ECBM, Promocell) without phenol red at room temperature, immediately prior to the
experiments and were vortexed during 1 min. Before SiNP exposure, cells were rinsed once with ECBM
and all treatments were performed in the absence of supplementMix (Promocell). For all experiments,
cells were incubated with a concentration of 1.5 pg/cm? for SiNP-16, 5 pg/cm? for SiNP-50 and 10
pg/cm? for SiNP-100 corresponding to an equal developed surface. After 1h treatment, cells were
washed twice with ECBM and used for short time experiments or put back in ECGM for long time
experiments. For the energy-dependent effect on SiNP uptake, cells were preincubated for 1 h at 4°C or
with 100 mM sodium azide (SIGMA) and 10 mM 2-deoxy D-glucose (SIGMA) in ECBM prior to
exposure. Endocytosis inhibitors (MERCK): chlorpromazine (15 uM) genistein (200 uM), amiloride
(100 uM) and cytochalasin D (5 uM) were incubated with cells for 1 h before NP treatment and for 1 h

in the presence of SiNP.

Cell viability
HPAEC were seeded on 96 well plates at a density of 10,000 cells/cm2 in growth medium and
allowed to adhere during 48 h before SiNP and chemical inhibitors exposures. The WSTI1 reagent

(Roche) was used according to the manufacturer’s instructions to estimate the cell viability. The WST-1
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reagent was added 24h after SiNP treatment to the cells and blanks and incubated for 2 h. Absorbance

was measured at 450 nm.

Flow cytometry analysis of SiINP uptake

Cells were seeded at a density of 50,000 cells /cm2 in 12 wells plates and allowed to adhere for 48 h
in growth medium before exposure to 1 mL of SiNPs in the different conditions. After treatment, cells
were trypsinized, and resuspended in cold ECGM without phenol red. Cells were stored on ice and
analyzed within 1 h. Cells were preincubated with 0.25 % Trypan Blue for 1 min just before analyses in
order to quench the fluorescence of SiNPs absorbed on cell surface. Samples were analyzed on a BD
Biosciences FACS CANTO flow cytometer and FITC- SiNPs were excited by a 488-nm laser. Analysis
was performed using the DIVA software. Cell debris were excluded, based on the forward and side
scatter characteristics of cell populations. The results are expressed as the percentage of inhibition based

on the mean of fluorescence intensity of about 10,000 cells analyzed in the gate.

Stereology

For each condition, four ultrathin vertical sections were produced from two separated inserts (2
sections per insert) for reliable sampling. Four adjacent cells were imaged from junction to junction at a
magnification of 30,000 x allowing a clear SiNP identification. A stitched image of each cell was
generated using MosaicJ plugin for ImageJ (Thévenaz and Unser, 2007). Each stitched image was
overlaid with a square lattice grid of 0.08 um? surface placed randomly for cytoplasm counting using the
Grid plugin for Image] (Renn et al., 2000). Intersections that fell on the cytoplasm, excluding the
nucleus, were recorded across the 16 cells corresponding to four independent areas. For counting SiNP
volumes, a square lattice grid of 0.008, 0.004 and 0.002 um? for SiNP-100 nm, SiNP-50 nm and SiNP-
16 nm respectively, was also overlaid on the image. Intersections that fell on top of SiNP were recorded

as above. Number of points lying over SiNP multiplied by the corresponding grid size was compared, as



a percentage, to points over cytoplasm by grid size, to give the percentage of SiNPs to cytoplasmic
volume (V(v)). Overprojection effects on SiNP can lead to volume overestimation as described
previously (Griffiths et al., 1989). Based on the section thickness, average diameter of spherical SiNPs, a
correction factor of 0.16, 0.4 and 0.57 (for SINP-16, SiNP-50 and SiNP-100) was applied to the V(v)

measurements, based on the formula established for spherical object (Weibel and Paumgartner, 1978).

Fluorescence microscopy

Cells cultured on supported membrane inserts for three days were fixed in 4 % paraformaldehyde in
phosphate buffer 0.1M for 15 min at room temperature. Supported membranes were stripped from the
inserts. Cells were blocked for 1 h in 1% BSA at room temperature and then incubated with primary
antibody anti-ZO-1 (Invitrogen, 402200) diluted 1:250 over night at room temperature. After 3 washes
in PBS, cells were incubated with secondary antibodies diluted in PBS plus 1% BSA for 1h at room
temperature : Alexa Fluor 546-conjugated donkey anti-rabbit IgG antibody diluted 1:200 (Molecular
Probes). After 3 washes in PBS cells were incubated with Hoechst for nuclei staining and mounted in
low fluorescence mounting medium (Dako) and examined by epifluorescence (inverted LEICA DMI

6000 microscope equipped with a LEICA DFC 350FX camera).

TEM preparation

Cells were fixed using 1.6% (v/v) glutaraldehyde in phosphate buffer 0.1 M, pH 7.4 for 2 h at room
temperature. They were post-fixed using 1% (v/v) osmium tetroxide and 0.05% (v/v) ruthenium red for
1 h. Samples on coverslips were dehydrated in ascending series of ethanol dilutions. They were then
treated with propylene oxide, impregnated in ascending dilutions of resin in propylene oxide, left in pure
resin overnight (Epon, Inland Europe), embedded and polymerized at 60°C for 48 h. Specimens on
suspended inserts were dehydrated in ascending ethanol dilutions and impregnated in ascending
dilutions of resin in ethanol. Ultra-thin sections (40 nm) performed on ultramicrotome (RMC,

powertome PC) were collected on butvar-coated single-slot copper grids, stained with 2 % (v/v) uranyl
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acetate for 30 min and with lead citrate for 2.5 min. For SiNP characterization, solutions at 40 pg/mL
were deposited on a carbon coated grid previously submitted to a glow discharge (Elmo, Cordouan
technologies). Grids were examined by TEM (CM120, FEI) and the images were acquired using a

USC1000 2k x 2k and an ORIUS Gatan camera.

Statistical analysis

Data were collected from three separate experiments and expressed as mean + standard error of the
mean. The statistical differences were analyzed by a paired Student’s t-test, p values less than 0.05 were
considered to indicate statistical differences. For analysis of statistical difference between three or more
groups, a one way analysis of variance followed by a Bonferroni’s multiple comparison test was applied.

p values below 0.05 were considered to indicate statistical differences.



Results and discussion

Characterization of hPAEC before and after SiNP treatment

A monolayer of hPAEC was successfully formed on supported membranes until confluence (typically
after 3-4 days) as assessed by a time-dependent decrease in the permeability of FITC-dextran from the
apical to basolateral side (Ren et al., 2013), and TEER value measurements (40-50 Q3/cm2) comparable
to that measured on a brain endothelial barrier (Ye et al.,, 2013) (Figure la). When the hPAEC
monolayer was exposed to SiNPs for 1 h at a non-cytotoxic concentration as determined by WST-1 test
(see Figures S2), TEER values were close to those before treatment indicating that NPs had little effect
on the monolayer permeability (Figure 1B). TEER measurements after a delay of 24 h following SiNP
exposure showed that a slight increase of permeability with the larger SiNPs. In addition, the
examination of zona occludens (ZO-1) proteins involved in the formation of tight junctions was
performed by immunolabeling. ZO-1 staining was continuous at the cell border before (Figure 1C) and
after SiNP treatment, (Figures 1 D-F). These results provide evidence that the cell-cell junctions were
not extensively destabilized and that no apparent gap was formed after SINP treatment. Altogether, these
results indicated that the hPAEC barrier achieved in our experimental conditions is an appropriate

model to study a transcellular transport of SiNP.

Transcytosis of SINPs

Since TEER values showed a slight increase of monolayer permeability when measured 24 h after
SiNP-100 and for SiNP-50 exposures (Figure 1C), our TEM analysis has been performed immediately
after 1 h SiNP treatment. TEM observations of transversal sections of exposed cells showed that the
three types of SiNPs were present at the apical membrane, into the cytoplasm and at the basal side of
cells (Figures 2-4). At the apical membrane, isolated particles or as small clusters were in contact with
the plasma membrane (Figures 2a, 3a and 4¢). Within cells, SINPs were observed within large vesicles

(Figures 2c, 3c and 4b). In addition there were also isolated or clusters of SiNP without being
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surrounded by an apparent lipid membrane (Figures 2b,3b and 4a). Interestingly, they were outside the
cells and attached to invaginations of the basal cell membrane (Figures 2c,3c and 4c). Adjacent cells
forming well-structured cell-cell junctions corroborated that the monolayer was not disrupted by SiNP
interactions (see Figures S3). No SiNP was observed between two cells at the cell-cell contact areas.
Altogether, these results indicated that the three types of SiNPs were internalized and transported
through the endothelial cells via a transcytosis process.

Using stereology, the percentages of SiNPs attached to membranes at both apical and basal sides and
within the cell were quantified on a set of 16 cells as described in Fig S5. Figure 5 showed other
examples other SiNP-1- and SiNP-50 trancytosis (Figures 5a,5b) and an overlay of the lattice grid for
recording intersections (Figure 5c). The results showed a SiNP distribution depending on their size
(Figure 5d). The SiNP amount within cells represented 70 %, 62 % and 55 % for SiNP-16, SiNP-50 and
SiNP-100, respectively. And conversely, 8% of SiNP-16, 23 % of SiNP-50 and 32 % of SiNP-100 were
encountered at the apical membrane. Comparatively, the internalization process seemed more efficient
for SiNP-16 than for the two other SiNPs and the remaining amount at the apical membrane increased
with the SiNP size. At the basal membrane, the ratios of SiNP-16, SiNP-50 and SiNP-100 were 22 %,
15%, 13 % respectively, suggesting that the release of SINP-16 was more efficient than that of SINP-50
and SiNP-100. SiNP-50 and SiNP-100 were present as large clusters at the basal side (Figure 5b, 5¢)
while SiNP-16 formed small clusters made of 3 to 8 particles (Figure 5a). Altogether, these results
revealed a substantial transcytosis of the three SINPs. Moreover the rate of their cellular uptake and their
release at the basal membrane decreased with the particle size.

In our experimental conditions, the transcytosis events were rather frequent and SiNP were released as
small clusters. A recent study of transport of silica nanoparticle (50 nm, 100 nm in diameter) across
brain EC monolayer showed that they were present as large agglomerates inside cells and rarely released
(Ye et al., 2013). In spite of the fact that endothelial cells originated from two different organs, the

dispersion of our SiNPs was performed in serum—free medium unlike Ye’s experiments reporting poor
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nanoparticle dispersion in serum. Our results suggested that the nanoparticle dispersion may affect the

transcytosis process.

Cytoplasm distribution of SiNPs

To further understand the transcytosis process and the correlation with SiNP size, the SINP population
within the cell has been analyzed using stereology (Figure 5e). TEM observations indicating that SiNPs
were mainly observed within large vesicles, isolated, and as clusters, the SiNP population has been then
divided in those three groups (Figures 2-4). About 64 % of SiNP-16 was encountered in small clusters
of less than 80 nm and in assemblies of small clusters (Figure 2b). These small clusters were distributed
all along in between apical and basal sides (Figure 2b). No visible membrane surrounding these clusters
was visible. 25 % of SiNP-16 was found with vesicles. Some vesicles contained a large amount of
SiNP-16 (Figure 2c). Isolated SiNP-16 were scarcely observed. SiNP-50 were internalized as isolated
(23 %), small groups of two or three SiNPs and large clusters (40 %) whose sizes were larger than 100
nm (Figures 4b). SiNP-50 were also entrapped inside well defined vesicles containing also parts of
membranes (Figures 4b and4c). Unlike SiNp-16, large groups of SiNP-50 were in contact to the basal
side of the cell (Figure 4c). SINP-100 were mainly present as isolated (35 %) and within vesicles (50 %)
also containing parts of membranes suggesting a possible accumulation of SiNPs (Figure 4b). Si-NP100
were observed close to invaginations of the basal membrane suggestive of SiNP-100 release after vesicle
fusion providing some clues on their transcytosis (Figure 4c).

This stereology analysis clearly showed differences in SiNP distribution regarding their size (Figure
5e). There was an increase of SiNPs within vesicles from 25 % for SiNP-16 to 50 % for SiNP-100,
indicating a correlation between the size and the amount of SiNP observed within vesicles. In addition
the percentage of SiNP as isolated particles increased with their size. In contrast, the formation of
clusters of few particles decreased with the particle size.

Our results indicated that the nanoparticle size was an important parameter governing their

intracellular trafficking. The presence of SiNP-50 and 100 isolated in cytoplasm and in endo-lysosomal
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vesicles was in a concordance with the distribution of silica nanoparticles observed in supported brain
endothelial cells (Ye et al.,, 2013) suggesting similar endocytosis mechanisms for both brain and
pulmonary endothelial cells. The distribution of SiNP16 exhibited a majority of small clusters in the
cytoplasm. To compare with nanoparticles with a similar range of size, albumin-conjugated gold
nanoparticles were detected within small and large vesicles (Ye et al., 2013) and polymer-coated gold
particle in large vesicles (Rothen-Rutishauser et al., 2014). Unlike SiNP-16, they were not observed as

small clusters in the cytoplasm likely because of the different chemical surfaces.

Fate of SiNPs within hPAEC 24 h after SiNP treatment

To get more information on the transcytosis process over time, an analysis of SiNP distribution within
the cytoplasm has been performed 24 h later after SiNP treatment. Clearly, the SiNP distribution was
different from that immediately after SINP exposure. Most of the SiNPs were observed within large
vesicles likely corresponding to endosomes and lysosomes (Figures 6a-c). Stereological analysis
confirmed TEM observations (Figure 6d). In addition, few SiNPs were visible at the apical membrane
(less than 4 % for SINP-16 and SiNP-50; 14 % for SiNP-100) and at the basal side (less than 7 % for all
SiNPs). To assess whether or not the SiNPs were stored over time within cells, a comparison of the
volume ratios of SiNPs with respect to the cytoplasm at 1 h and at 24 h was calculated using
stereological processes as described in material and method (Figure 6¢). The results indicated that there
were much more SiNP-50 and SiNP-100 after 24 h indicative of an accumulation over time inside the
cells. On the contrary, the volume ratio of SiNP-16 after 24 h was 50 % less than that after 1 h
suggesting that SINP-16 were released more efficiently. The stereology analyses provided evidence that
the cellular fate of SiINP were modulated by the particle size as well as their cellular distributions and
their release. Intracellular trafficking being strongly related to cellular uptake, we further investigated

the role of the internalization process.

Internalization pathways of SiNPs within hPAEC
13



The cellular uptake has been investigated for the three SiNPs using inhibitors of endocytic pathways,
chlorpromazine for clathrin-mediated endocytosis (CME), genistein for caveolin-mediated endocytosis
(CaME) and amiloride for actin-dependent macropinocytosis. The uptake of SiNPs by cells treated with
or without endocytic inhibitors has been analyzed by flow cytometry (FC) (Figure 7) and also by TEM
to get additional details at nanometer scale (Figure 8). For SiNP-100, FC data revealed that the uptake
was strongly inhibited in cells pretreated with amiloride suggesting macropinocytosis as primary
pathway. TEM observations revealed SiNP-100 attached to the apical membrane. No particle was
encountered within cells (Figure 8c). This result was in good agreement with FC data. The residual
fluorescence signal likely arose from the SiNP-100 attached to the membrane. FC indicated that
chlorpromazine or genistein treatments slightly impaired the cellular uptake of SiNP-100. TEM showed
that SiNP-100 were present within vesicles and also isolated in the cytoplasm, indicative of their
internalization mediated by macropinocytosis (Figure 8e and 81i).

For SiNP-50, the cellular uptake was reduced on cells pretreated with chlorpromazine or with
amiloride, the latter being more efficient (Figure 7). TEM observations of amiloride-treated cells
exposed to SINP-50 showed SiNPs attached to the apical membrane (Figure 8b). Isolated SiNPs were
also visible in the cytoplasm probably arising from CME. Cells treated with chlorpromazine mainly
showed SiNP-50 within vesicles resulting from macropinocytosis uptake (Figure 8d).

For SiNP-16, genistein and chlorpromazine reduced the uptake of SiNP whereas amiloride treatment
did not prevent the internalization (Figure 7). Note that even if the measurement of SiNP-16 uptake in
the presence of amiloride was slightly greater than that of control, the difference was not statistically
significant. Amiloride-treated cells showed SiNP-16 attached to the apical membrane and in the
cytoplasm either as small clusters or in small vesicles, likely indicative of CME and CaME (Figure 8a).
Cells treated with chlorpromazine mainly showed SiNP-16 within vesicles or as rare clusters (Figure
8c). Cells treated with genistein showed only SiNP-16 within vesicles. No cluster was encountered
(Figure 8g). These results suggested that the endocytic pathways have a selectivity regarding the particle

size entailing macropinocytosis for large particles, CME and CaME for smaller particles. Thus the effect
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of particle size on the cellular distribution and release of SiNPs shown by stereological analysis was
certainly related to their size-dependent endocytic pathway.

It has been previously reported a size-selective uptake of albumin-coated nanoparticle mediated by
caveolae in endothelial cells (Wang et al., 2009). The uptake of particles (i.e. 20 and 40 nm albumin-
coated nanoparticles) smaller than the size of caveolae, was 5-10 times greater than 100 nm particles.
Likewise our results indicated that CaME only recruited SiNP-16 exhibiting a more drastic size
selectivity in the absence of an albumin coating. The glycoprotein (gp60) albumin binding protein may
trigger the uptake of larger particles. In the absence of particular ligand, the size of caveolae appears as a
key determinant restricting the uptake of nanoparticles in endothelial cell.

In addition, when the temperature of cell culture was set at 4°C or when cells were depleted of energy
using sodium azide (which impairs ATP production), the intracellular fluorescence of cells exposed to
SiNPs decreased considerably (Figure 7). These results indicated that the uptake of SiNPs in endothelial
cells is mainly an energy-dependent process as observed in various cell types including pancreatic,
hepatic and epithelial cells (Lu et al., 2007; Shapero et al., 2011; Vranic et al., 2013; Xing et al., 2005).

To summarize our results, a general scheme of the fate of SiNPs regarding their internalization
pathway was presented in Figure 9. CME and CaME were preferential pathways for SiNP-16
internalization. SINP-16 were observed in vesicles likely arising from CME. The presence of small
clusters was essentially related to CaME (Figure 9 (a)), according to genistein experiments. Since
caveolae size was in the range of 50-100 nm, more than one SiNP-16 could fit into a caveolae. In
support of our observations, it has been reported that a caveolae can accommodate up to three 20 nm
nanoparticles (Wang et al., 2009). Interestingly, CaME has been shown a preferential route for
transcytosis. Therefore it is very likely that transcytosis of SiNP-16 revealed by TEM arose from the
caveolae pathway (Figure 9 (c)). Notably small clusters detected at the basal membrane would undergo a
direct transcytosis mediated by CaME providing an explanation of the efficacy of SiNP-16 release. CME
and macropinocytosis were involved in the uptake of isolated particles and clusters of SiNP-50.

Likewise macropinocytosis mediated the internalization of isolated and clusters of SiNP-100. For SiNP-
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50 and SiNP-100, they were stored into large vesicles containing several particles (Figure 9 (d) and (e)).
According TEM observations, these vesicles seemed to fuse into large degradative vesicles probably
engaged in the endo-lysosomal pathway as observed 24 h after SiNP exposition (Figure 9 (g)). However
these vesicles could have another fate. Since large clusters of all SINPs were observed outside the cell at
the basal side, it is likely that these SiNP-containing vesicles fused with the basal membrane enabling a
SiNP release outside the cell (Figure 9 (i)). A transcytosis through the endo-lysosomal pathway has been
already proposed for anionic nanoparticles in epithelia cells (Harush-Frenkel et al., 2008). A similar
transport could occur in endothelial cells as well. Although there was evidence of exocytosis at the basal
membrane leading to SiNP transcytosis, the involved mechanisms remained unknown and required
further investigations. Note that this pathway was probably not very efficient since our stereology
measurement showed an increased amount of SiNP-50 and SiNP-100 into large vesicles over 24 h. On
the contrary, even if a SiNP-16 storage was also observed, their cellular release was more efficient than

the two other SiNPs probably because of the direct transcytosis mediated by CaME.

Conclusion

In conclusion, our results have shown the transcytosis for three sizes of SiNPs through the hPAEC
monolayer. Stereology analysis indicated that the transcytosis was modulated by the particle size as well
as the SiNP storage with the cell. SINP-16 was more prone to cross endothelial barrier than SINP-50 and
SiNP-100. Analysis of internalization mechanisms revealed that the involvement of macropinocytosis,
clathrin- and caveolin- mediated endocytosis was modulated by the particle size. The specific caveolin-
mediated internalization of SiNP-16 may explain the efficacy of their release at the basal side. These
results bring new insights on active transendothelial transport pathways, caveolae representing an

effective solution for delivering small nanoparticles.
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FIG.LEGENDS
Figure 1: Characterization of hPAEC monolayer

a) TEER measured during the formation of hPAEC monolayer (diamond) and in the absence of cells
(black square). Leakage of Lucifer yellow (triangle) expressed as permeability coefficient. Graph
represents the mean £ SEM TEER and leakage of Lucifer yellow from three separate experiments. b)
TEER measurements in presence of SiNPs. c-f) Immunofluoresence of ZO-1 proteins before and after
addition of SiNP-16, SiNP-50 and siNP-100. (Blue: Hoescht-stained nuclei, Red: ZO1, Green: FITC-

SiNPs). Scale bar 25 pm.

Figure 2: Transcytosis of SiNP-16 across hPAEC monolayer after 1 h

A large field of view showing a transversal section of a complete cell exposed to SiNP-16 made with
stitched TEM images. a-c) Enlarged TEM images corresponding to the white squares. SiNP-16 were
present at the apical membrane (white arrows in a, b), into the cytoplasm ( white arrow heads) and at the

basal side (white arrow in c¢). N: nucleus. Scale bars 500nm.

Figure 3: Transcytosis of SiNP-50 across hPAEC monolayer after 1 h

A large field of view showing a transversal section of a complete cell exposed to SiNP-50 made with
stitched TEM images. a-c) Enlarged TEM images corresponding to the white squares. SiNP-50 were
present at the apical membrane (white arrows in a), into the cytoplasm (as isolated (white arrow heads in
a,b) or as clusters (black arrow heads) and in vesicle (black arrow in b and white arrow in ¢)) and at the

basal side (white arrow head in c¢). N: nucleus. Mitochondria (orange arrow head). Scale bars 500nm.

Figure 4: Transcytosis of SiNP-100 across hPAEC monolayer after 1 h
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A large field of view showing a transversal section of a complete cell exposed to SiNP-100 made with
stitched TEM images. a-c) Enlarged TEM images corresponding to the white squares. SINP-100 were
present at the apical membrane (white arrow heads in ¢), into the cytoplasm (as isolated (white arrows in
a) and in vesicle (white arrow in b, ¢) and at the basal side (black arrow in ¢). N: nucleus. Mitochondria

(orange arrow head). Scale bars 500nm.

Figure 5: Analysis of SiNP distribution after 1 h using stereology
a) TEM image of SiNP-16 at the basal side (black arrows). b) TEM image of SiNP-50 at the basal side

(black arrows). ¢) TEM image of SiNP-100 overlaid with a 0.008 pm? square lattice grid showing
intersections that fell on top of SiNP-100. d) Quantification of SiNP distribution in percentage at apical
membrane ( black) inside the cell ( grey) and at basal membrane (dark grey). e) Quantification of SiNP
in percentage inside vesicle (grey) as cluster ( dark grey) and isolate (black). Surface density of SiNP
was calculated from high resolution images using square grids for measuring SiNP and cytoplasm

surfaces. The SiNP volume is proportional to the SiNP surface density. Scale bar 500 nm

Figure 6: Fate of NP uptake by hPAEC after 24 h

a-c) TEM images of large amount of SiNPs accumulated in larges vesicles. SINP-16 (a), SINP-50 (b)
SiNP-100 (c). d) Quantitation of SiNP in percentage inside vesicle (grey) as cluster (dark grey) and

isolate (black). e) Ratios of SINP volume after 1 h and 24 h. Scale bars 500 nm.

Figure 7: Effect of endocytic inhibitors on SiNP uptake

Cells were pre-treated at 37°C with chlorpromazine, genistein, amiloride, sodium azide and 2-deoxy-D-
glucose for 1h and then exposed to SiNPs and inhibitors for 1h. Cells maintained at 4°C were exposed
to SiNPs for 1h after 1h of preincubation at 4°C. Quantification of internalization was performed by
flow cytometry, after addition of TB. Results are expressed as relative mean cell fluorescence intensity

to untreated cells at 37 °C (%) + SEM. * significantly different from the control (P <0.05). n=3.

Figure 8: Representative TEM images of hPAEC exposed to SiNPs in the presence of inhibitors
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First row: SiNP-16 uptake in the presence of amiloride (a), chlorpromazine (d), genistein (g), sodium
azide and 2-deoxy-D-glucose (k). Second row: SiNP-50 uptake in the presence of amiloride (b),
chlorpromazine (e), genistein (h), sodium azide and 2-deoxy-D-glucose (1). Third row: SiNP-50 uptake
in the presence of amiloride (c), chlorpromazine (f), genistein (i), sodium azide and 2-deoxy-D-glucose

(m) Scale bars 500 nm.

Figure 9: A schematic drawing summering the cellular uptake, intracellular tracking and transcytosis of

SiNP-16, SiNP50 and SiNP-100.

CaME (a), CME (d) and micropinocytosis (e) are involved in SiNP internalization. A direct transcytosis
(c) or a formation of vesicles containing several SiNPs (d) before their release at the basal side (f) are
potential transcytosis pathways. Otherwise, degradative vesicles containing a large amount of SiNPs are

formed (g).
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Figure 6
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Figure 7
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Supplementary material

Figure S1

FigureS1 : TEM images of SiNP-1- SiNP-50 and SiNP-100 in H,O Scale bars 100 nm

Table S1 Physico-chemical characteristics of NPs.

Hydrodynamic radius (nm) Zeta potential (mV)
TEM Size 16 nm 50 nm 100 nm 16 nm 50 nm 100 nm
Water 28 86 141 -324+32 -36.0+3.6 -335+3.38
ECBM 26 87 145 -19.5+57 -254+49 -29.6+5.2

SiNPs were characterized for their hydrodynamic radius and zeta potential suspended in water and
ECBM. Dynamic light scattering and zeta potential values were measured by a Wallis and Vasco

granulometer (CordouanTechnologies, Pessac France).
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Figure S2
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Figure S2 Cytotoxicity of SiNPs in hPAEC.

cells were exposed to various doses of SiNPs for 1 h. Cell viability was measured 24 hours after
treatment using the WST-1 assay. Toxicity threshold is observed for a SiNP concentration of 3 (SiNp
surface to cell surface ratio) corresponding to 1.5 pg/cm? for SiNP-16, 5 pg/cm? for SiNP-50 and 10
pg/cm? for SiNP-100. Data are the percentages of surviving cells relative to the control reported as the
mean = SEM of three independent experiments. * Significantly different from control (p < 0.05).
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Figure S3
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Figure S3: Gallery of TEM images
a-c) Cell treated with SiNP-16. d-f) Cell treated with SiNP-50. g-i) Cell treated with SiNP-100. The
junctions (noted with double arrows) formed between two cells marked (cl) and (c2) were apparently

not perturbed by SiNP treatment. No SiNP was not visible at cell-cell contacts. Scale bars 500 nm.
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Figure S4
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Figure S4: General scheme of stereology process. From two samples, 16 images of cells were recored
from 4 TEM grids. After contrast enhancement of high resolution images, cytoplasm volume is
estimated with a 0.08 um? square lattice grid overlaid on every image. A SiNP-100 is shown as
example. Intersections with cytoplasm were recorded. Then a 0.008 pm? square lattice grid is overlaid
on the same image for counting intersections with SiNPs. The determination of the percentage of SiNPs

to cytoplasmic volume is described in Material and Method.
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Résumeé : L’utilisation récente des nanoparticules (NPs) comme vecteurs pour I'imagerie et 1'adres-
sage d’agents thérapeutiques en nano-médecine nécessite la compréhension de leurs mécanismes d’in-
ternalisation et de transport au niveau des barriéres biologiques. Dans ce contexte, ’objectif de cette
étude est de caractériser 'interaction et la transcytose de NPs de silice fluorescentes en fonction de
leur taille (15, 50 et 100 nm) dans un modeéle in-vitro de barriére endothéliale pulmonaire humaine.
L’internalisation et le transport trans-endothélial des NPs a été analysé quantitativement a 1’échelle
nanométrique par microscopie électronique a transmission (MET) combinée & de la stéréologie. Un
transport trans-endothélial a été observé pour toutes les tailles de NPs. Néanmoins, ['analyse de la
distribution intracellulaire révéle une tendance a ’accumulation dans les voies de dégradation cel-
lulaires pour les NPs de 50 et 100 nm. Cette accumulation est moindre pour les NPs de 15 nm.
L’internalisation des NPs a également été analysée par cytométrie en flux et MET en présence de
différents inhibiteurs de I’endocytose dans le but d’identifier leurs voies d’internalisation. En fonction
de la taille des NPs, les mécanismes d’endocytose varient, suggérant une dépendance du transport
trans-cellulaire & certains mécanismes d’endocytose. L’internalisation des NPs de 15 nm par la voie
d’endocytose cavéole dépendante pourrait ainsi expliquer 'efficacité de leur transport du cété basal.
Les méthodologies développées pour I’étude du transport trans-cellulaire des NPs de silice peuvent
étre appliquées a I'étude de NPs synthétiques plus complexes ou de NPs biologiques, telles que les
lipoprotéines de basse-densité, et ce dans un contexte pathologique.

Mots clés : Nanoparticules, endothélium, transcytose, endocytose, microscopie électronique a trans-
mission, stéréologie.

Abstract : The recent use of nanoparticles (NPs) as carriers for imaging and delivery of therapeu-
tics agents in nanomedecine involves understanding their endocytosis and transcytosis mechanisms
at biological barriers. In this context, the aim of this study was to characterize the interaction and
transcytosis of fluorescent silica NPs in function of their size (15, 50, and 100 nm) in an in-vitro mo-
del of human pulmonary endothelial barrier. NPs internalization and trans-endothelial transport has
been quantitatively analyzed at nanometer resolution using transmission electron microscopy (TEM)
combined with stereology. Trans-endothelial transport has been observed for each size of NPs. Ho-
wever cellular distribution analysis shows an accumulation in the cellular degradation pathways for
50 nm and 100 nm NPs. Whereas 15 nm NPs are less accumulated. NPs uptake was also analyzed
by flow cytometry and TEM in the presence of different inhibitors to decipher NPs internalization
pathways. Depending on NPs size, the involved endocytosis pathways were different, suggesting a
dependency of trans-cellular transport toward endocytic mechanisms. The specific internalization of
15 nm NPs by the caveolin dependant pathway could explain the efficacy of their release at the
basal side. Techniques developped for the study of the trans-cellular transport of silica NPs can also
be applied to more complex synthetic NPs or biological NPs, such as low-density lipoproteins, in a
pathological context.

Keywords : Nanoparticles, endothelium, transcytosis, endocytosis, transmission electron micro-
scopy, stereology.
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