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RESUME

Les nanoparticules (NPs) sont des matériaux nanométriques dont l'utilisation augmente sans
cesse. Celles-ci possédent des propriétés physicochimiques intéressantes, accessibles a cause
de leur grand ratio aire de surface sur volume. Or, a ce jour, la caractérisation des effets
toxicologiques induits par les NPs sur I’humain est déficiente.

Des études menées dans notre laboratoire ont permis de démontrer que les fonctions des
granulocytes humains (des polymorphonucléaires neutrophiles) sont modulées par diverses NPs.
Par ailleurs, les NPs d’oxyde de zinc (NPs ZnQO) activent les neutrophiles humains, retardant leur
apoptose spontanée et favorisant leur dégranulation in vitro. De plus, des études menées sur des
modéles murins ont démontré que certaines NPs, dontles NPs ZnO, induisent une
hyperéosinophilie pulmonaire. Considérant que les éosinophiles sont un autre type de
granulocyte humain et qu’ils sont impliqués dans la régulation des réponses immunitaires, notre
objectif a été d’évaluer si les NPs ZnO sont également en mesure de réguler les fonctions des
éosinophiles humains.

Pour ce faire, nous avons étudié I'effet des NPs ZnO sur la morphologie des éosinophiles ainsi
que sur cing autres de leurs fonctions cellulaires clés soit: la production d’espéces réactives de
I'oxygeéne, la viabilité cellulaire, la synthése de novo de protéines, l'activité gélatinasique et la
libération de cytokines. Nos résultats nous ont permis d’établir que les NPs ZnO modulent
certaines fonctions cellulaires des éosinophiles similairement a ce qui avait été observé chez les
neutrophiles (retard de I'apoptose spontanée, induction synthése de protéines), mais d’autres
fonctions ne sont pas modulées (morphologie, activité gélatinasique).

En conclusion, nous démontrons que les éosinophiles sont une cible importante des NPs ZnO.
Ainsi, il faudra tenir en considération les possibles interactions NPs-éosinophiles lors de la mise
au point de thérapies utilisant les NPs. Particulierement pour des pathologies telles que I'asthme,
ou I'implication de ces granulocytes est bien documentée.
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ABSTRACT

Nanoparticles (NPs) are nanoscale materials found in a large variety of common household and
workplace materials. They possess interesting physicochemical properties, mostly due to their
large surface area to volume ratio. However, to date, characterization of toxic effects of NPs in
humans remain deficient.

Our previous studies have shown that several NPs modulate the functions of human granulocytes
(Polymorphonuclear neutrophils). For example, zinc oxide nanoparticles (ZnO NPs) activate
human neutrophils, delay their spontaneous apoptosis and increase their dégranulation in vitro.
Furthermore, murine studies have shown that NPs such as ZnO NPs induce pulmonary
hypereosinophilia. Since eosinophils are another type of human granulocytes and their
involvement in immune response is documented, we investigated if ZnO NPs are also able to
modulate the functions of human eosinophils.

Here, we studied the effect of ZnO NPs on human eosinophils morphology as well as on five of
their key cellular functions: reactive oxygen species production, cell viability, de novo protein
synthesis, gelatinase activity and cytokine liberation. We showed that some eosinophil cellular
functions are modulated by ZnO NPs in a similar way to that has been observed in neutrophils
(apoptosis delay, protein synthesis induction). However, some other functions are not modulated
(morphology, gelatinase activity).

To conclude, we demonstrate that human eosinophils are a direct target of ZnO NPs. It will be
important to considerate NPs-eosinophil interactions during the development of NPs-based
therapeutics. Especially for well-documented eosinophil-rich diseases, such as asthma.



INTRODUCTION

La présence de nanoparticules (NPs) dans les milieux de travail ou dans les produits domestiques
est courante et ne fera qu’augmenter au cours des prochaines années. Leur popularité est surtout
attribuable a leurs propriétés physicochimiques intéressantes, notamment leur petite taille et leur
grand ratio aire de surface sur volume, différant de celles du matériau équivalent non
nanométrique. Les NPs d’oxyde de zinc, faisant partie du groupe des NPs d’oxydes métalliques,
sont parmi les types de NPs dont la production mondiale est la plus élevée. Elles sont utilisées
dans des domaines divers, allant des cosmétiques a I'électronique en passant par l'industrie
biomédicale. Malgré leur popularité, peu d’études se penchant sur les possibles effets toxiques
associés a I'exposition humaine aux NPs. Il a été mis en évidence que le systéme respiratoire est
une cible majeure d’expositions liées au milieu du travail ou bien totalement accidentelles aux
NPs. En effet, leur petite taille leur permettrait de pénétrer et de s’accumuler au niveau des
bronchioles et des alvéoles pulmonaires. Elles risqueraient alors d’y exacerber les symptémes

de désordres des voies respiratoires.

Les effets pathologiques associés a l'exposition aux NPs sont généralement associés a
l'induction ou a I'exacerbation de réponses inflammatoires. L'inflammation est une réponse
normale du systéme immunitaire visant la protection de l'organisme et le retour vers
'homéostasie. Elle est indispensable a la prise en charge des agents pathogénes et pour le
déclenchement adéquat des processus menant a la guérison. Or, lorsqu’elle est mal régulée, la
réponse inflammatoire peut avoir des effets pathologiques. Ainsi, le psoriasis, I'asthme et la

goutte sont des exemples de maladies d’origine inflammatoire.

Les éosinophiles sont un des types cellulaires participant a la modulation des réponses
inflammatoires. Ceux-ci sont des cellules immunitaires appartenant a la famille des granulocytes
caractérisés par leur grand nombre de granules et leur couleur rosée en microscopie optique. Les
granules éosinophiliques contiennent une variété de médiateurs solubles et de protéines
granulaires pouvant étre rapidement libérées en réponse a des stimuli divers. Ceux-ci sont mis
au profit lors de la défense de I'héte envers les vers parasitaires. lls participeraient aussi a des
procédés non pathologiques tels que le remodelage du col de l'utérus lors de 'accouchement.
Cependant, ils peuvent aussi avoir des effets pathologiques et méme exacerber des dommages

tissulaires lorsque l'inflammation est mal régulée.

Des recherches menées sur divers modéles animaux ont démontré que les NPs ZnO peuvent

induire une éosinophilie pulmonaire et qu’elles ont un effet d’adjuvant en réponse a I'ovalbumine.
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D’autre part, des études menées dans notre laboratoire ont démontré que les NPs ZnO modulent
les fonctions d’'un autre type de granulocyte impliqué dans la réponse inflammatoire, les
polymorphonucléaires neutrophiles. Cependant, alors que chez la majorité des autres cellules
inflammatoires les NPs ZnO induisent une flambée oxydative menant a la mort cellulaire, celles-ci
n’influencent pas la production de médiateurs solubles par les neutrophiles et retardent plutot leur

apoptose spontanée.

A ce jour, les études concernant les effets directs des NPs ZnO sur les fonctions cellulaires des
éosinophiles humains sont rares. Notre objectif a alors été de déterminer si les NPs ZnO sont en
mesure de moduler directement les fonctions cellulaires des éosinophiles humains, tout comme
elles l'avaient fait pour les neutrophiles. Pour ce faire, nous avons vérifié I'effet des NPs ZnO sur
six principales fonctions cellulaires des éosinophiles soit : la morphologie, la production d’espéces
réactives de l'oxygéne, la viabilité cellulaire, la synthése de novo de protéines, I'activité

gélatinasique et la libération de cytokines.



PREMIERE SECTION: SYNTHESE



CHAPITRE 1 : LES NANOPARTICULES

L’industrie des nanotechnologies est en plein essor. En effet, des estimations prévoyaient qu’elles
représenteraient un marché d’un billion de dollars et de deux millions d’emplois en 2015 (Ignacio
et al., 2014). Les nanoparticules sont utilisées dans une panoplie croissante de produits a cause
de leurs propriétés physicochimiques intéressantes. Dans ce chapitre, les nanoparticules et leur
effet sur 'environnement seront présentés. Ensuite, les propriétés physicochimiques des NPs
d’oxydes metalliques, un des sous-groupes les plus populaires, seront abordées en plus grand
détail. Enfin, il sera question des NPs de zinc, de leur utilisation et des effets toxiques qui leur

sont associés.

1.1 Les NPs et leur effet sur I’environnement

Les NPs sont des matériaux dont la présence ne cesse d’augmenter dans milieux de travail ou
dans les produits domestiques. Or, malgré leur présence grandissante dans notre environnement,
leurs effets modulateurs sur ce dernier demeurent méconnus. Dans la prochaine section, une
définition des NPs et leur classification seront abordées. Ensuite, leur présence dans
I'environnement et le niveau d’exposition des humains seront discutés. Enfin, divers effets sur la

santé associés a I'exposition aux NPs seront décrits.

1.1.1 Définition des nanoparticules et importance de la nanotoxicologie

Les nanoparticules sont des matériaux nanotechnologiques dont les trois dimensions sont
inférieures a 100 nm. Leurs caractéristiques different de celles de leur équivalent non
nanométrique de par leur faible taille, leur composition chimique, leur structure de surface, leur
aire de surface, leur forme, leur solubilité et leur tendance a I'agrégation (Ignacio et al., 2014).
Ceci leur confere des propriétés physicochimiques particuliéres, telles que leurs propriétés de
fluorescence et optiques, leur résistance a la température et a la pression, leur conductivité
électrique et thermique, ainsi que leur réactivité chimique et biologique (A. Nel et al., 2006). Les
fonctionnalités propres aux NPs sont exploitées dans un nombre sans cesse croissant
d’industries, telles que I'industrie des cosmétiques, des textiles, des plastiques, des électroniques
méme dans des applications médicales (Kotodziejczak-Radzimska et al., 2014). Certains ont
méme prédit que des systémes complexes de nanoparticules avec des caractéristiques

semblables a celles de cellules de mammiféres verront éventuellement le jour (Nel et al., 2006).



La combinaison particuliere de caractéristiques physicochimiques propres aux NPs,
comparativement a leur équivalent non nanométrique, pourrait favoriser leur interaction avec les
tissus biologiques. Ainsi, il est important d’évaluer leur potentiel toxicologique spécifique, afin de
mieux comprendre comment celles-ci se comportent dans un milieu biologique (K. Donaldson et
al., 2004). Deux facteurs pouvant influencer largement I'effet toxicologique des NPs sont leur
petite taille en plus de leur grande aire surface par unité de masse. Davantage d’atomes
composant la NP se retrouvent directement a sa surface, au lieu d’étre cachés a son cceur. Alors,
le nombre de groupements chimiques réactionnels accessibles est grandement augmenté
(Oberdorster et al., 2005). Ces groupements chimiques de surface déterminent, par exemple, de
quelles fagons les NPs auront tendance a interagir avec les molécules environnantes telles que
le dioxygéne. Sachant que certains groupes réactionnels agissent comme des accepteurs
d’électrons, ceux-ci pourraient favoriser la production de radicaux superoxydes et la génération
d’autres produits réactifs de I'oxygéne. En absence d’'une quantité suffisante de produits
antioxydants, cela peut induire un stress menant a la mort des cellules environnantes (André Nel,
2005, A. Nel et al., 2006)

1.1.2 Les types de nanoparticules

Les NPs peuvent étre d’origine naturelle, accidentelle ou synthétique. En effet, des phénoménes
naturels tels que les éruptions volcaniques et I'érosion produisent des nanoparticules de
dimensions variables (Baan et al., 2006). D’un autre c6té, des NPs peuvent étre générées de
facon « accidentelle » aprés des incendies ou pendant des procédés industriels tels que le
soudage et la construction. Enfin, certaines NPs sont le fruit de design rationnel développé dans
des laboratoires. Méme si leurs origines sont diverses, les NPs peuvent étre classées dans quatre
catégories principales : les dendriméres et celles a base d’ADN, celles a base de carbone, celles
a base de métal et les composites (Hannah et al., 2008). Les dendriméres sont des polymeres
assemblés a partir d'unités branchées dont les propriétés sont aisément modulables selon les
applications désirées. lls pourraient étre utilisés, entre autres, pour la distribution spécifique de
médicaments. Les NPs a base de carbone sont majoritairement faites de carbone et sont sous
forme de fullerénes (sphériques ou ellipsoides) ou sous forme de nanotubes (cylindriques). Elles
sont utilisées dans divers domaines, tels que les matériaux (pour améliorer les revétements et les
films photographiques) et I'électronique. Les NPs de métal comprennent les points quantiques
ainsi que l'or, l'argent et les oxydes métalliques nanométriques. lls peuvent avoir des

caractéristiques optiques intéressantes. Par exemple, les propriétés optiques des points



quantiques sont dépendantes de leur taille. Enfin, les NPs composites combinent les NPs avec
d’autres NPs ou avec des matériaux plus grands. Ces combinaisons permettent de générer des
matériaux avec des propriétés améliorées. Par exemple, I'ajout de NPs de silice permet
d’améliorer les caractéristiques mécaniques, thermiques et ignifuges de divers matériaux (EPA-
Nanotechnology-White-Paper, 2007).

1.1.3 Les nanoparticules dans I’environnement

Tel que discuté précédemment, l'utilisation de NPs dans des produits courants est croissante.
Ainsi, les chances que celles-ci se dispersent dans I'environnement a la suite d’un déversement
accidentel ou en tant que résidus post-consommation sont plus élevées. Le comportement des
NPs se retrouvant dans l'air est dépendant de leur taille. D’abord, les plus petites NPs (<80 nm)
ont un taux de diffusion inversement proportionnel a leur taille. Elles ont toutefois tendance a
s’agglomérer rapidement dans l'air pour former des microparticules, plus grandes (>2000 nm).
Ces agglomérats sont ensuite sujets a la déposition gravitationnelle, proportionnelle a leur taille.
Les NPs plus grandes sont celles qui ont tendance a demeurer suspendues dans I'air le plus
longtemps, pouvant aller jusqu’a des semaines, avant de se déposer. Les NPs s’étant déposées
n’auraient pas tendance a retourner en suspension dans l'air (RJ.; Creely Aitken, KS.; Tran, CL.,
2004, EPA-Nanotechnology-White-Paper, 2007).

Dans la prochaine section, le comportement des NPs se retrouvant sur le sol puis dans I'eau sera
décrit. D’abord, le comportement des NPs allant sur le sol dépend de leurs propriétés
physicochimiques. Des paramétres tels que le ratio aire de surface sur volume ou leur charge de
surface peuvent leur permettre d’interagir fortement avec les molécules du sol et les rendre
virtuellement immobiles. Or, des revétements spéciaux pourraient limiter leurs interactions et les
faire pénétrer, leur permettant d’atteindre des couches plus profondes (EPA-Nanotechnology-
White-Paper, 2007, Lecoanet et al., 2004a, Lecoanet et al., 2004b, Wei-xian Zhang, 2003).
Ensuite, le comportement des NPs dans I'eau dépend de divers facteurs tels que leur solubilité,
leur capacité de se disperser et leur capacité d’interagir avec le sol et les sédiments. La version
nanométrique des matériaux a tendance a se disperser moins rapidement dans l'eau
comparativement a leur équivalent non nanométrique. Cependant, la grande aire de surface des
NPs pourrait aussi leur permettre d’interagir avec des sédiments ou avec le fond aquatique et
ainsi accélérer leur retrait de I'eau (EPA-Nanotechnology-White-Paper, 2007, Moore, 2006,
Oberdorster et al., 2002, Wiesner et al., 2006).



D’une part, le dépot des NPs dans les sédiments peut favoriser leur dégradation par des procédés
multiples tels que la photolyse, I'hydrolyse ou la réduction en conditions anaérobiques. La
capacité des NPs s’étant accumulées dans I'environnement a étre biodégradées (changements
des propriétés de surface ou de l'intégrité physique) dépend aussi de leurs caractéristiques. La
structure chimique de certaines NPs synthétiques telles que les dendriméres leur permet d’étre
spécifiquement dégradées. Par exemple, des microorganismes permettraient la biodégradation
de certaines NPs a base de carbone. Par contre, les NPs a base de métal ne sont pas
biodégradables (EPA-Nanotechnology-White-Paper, 2007, Filley TR.; Ahn, 2005).

D’autre part, le plancton et d’autres organismes marins a la base de la chaine alimentaire
incorporent des particules de taille nanométrique. Alors, il leur serait possible de capter les NPs
s’étant déposées dans les sédiments aquatiques, rendant envisageable la bioaccumulation de
ces derniéres a travers les maillons de la chaine alimentaire (Biswas et al., 2005). De plus,
puisque la tendance a la sédimentation des NPs dépend de leurs propriétés, certaines pourraient
demeurer longtemps en dispersion dans l'eau avant d’étre captées par d’autres types
d’organismes marins. Etant donné que multiples voies de bioaccumulation sont envisageables,
des études supplémentaires seront nécessaires pour mieux caractériser comment se comporte
chaque type de NP (EPA-Nanotechnology-White-Paper, 2007).

1.1.4 L’exposition humaine aux nanoparticules

Le potentiel d’exposition des humains aux NPs est croissant, leur utilisation étant grandissante
dans de nombreuses industries. Deux types d’expositions sont principalement définis :
I'exposition occupationnelle et 'exposition de la population générale. L’exposition occupationnelle
est celle des ouvriers de I'industrie des nanotechnologies participant a la fabrication, a I'utilisation
dans des produits finis et au recyclage ou a I'enfouissement aprés utilisation des NPs (Boonruksa
et al., 2015, Pelclova et al., 2015). Deux types de mesures de prévention sont mis de I'avant pour
limiter 'exposition occupationnelle aux NPs. D’un c6té des systémes de ventilation performants
et des systémes de filtration de I'air HEPA pourraient limiter a la source la volatilisation de NPs.
D’un autre cété, des équipements de protection individuels tels que des masques (avec des filtres
HEPA) et des gants pourraient limiter I'exposition lors de leur manipulation. Les risques
d’expositions semblent étre les plus élevés lors de la manipulation en vrac des NPs, lors de
'usinage de piéces en contenant et lors des opérations de nettoyage. Au contraire, la production
des NPs est quant a elle habituellement effectuée dans des systémes fermés comptant sur des
systemes de filtration de I'air de type HEPA (EPA-Nanotechnology-White-Paper, 2007, J. H. Lee
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et al., 2015, Luther, 2004, Peixe et al., 2015). Le tableau 1.1 présente des voies d’expositions

liees au milieu de travail potentielles aux NPs selon leur méthode de synthése.

Tableau 1-1Voies d’expositions liées au milieu de travail aux NPs selon leur méthode de synthése
Traduit d’EPA-Nanotechnology-White-Paper, 2007

Méthode de  Formation de Source d’exposition ou activité professionnelle Source d’exposition
synthése particules primaire
Phase Dans l'air Fuite directe du réacteur Inhalation
gazeuse
Récupération du produit des filtres des réacteurs Inhalation/Cutanée
Traitement et emballage de poudres séches Inhalation/Cutanée
Nettoyage et maintenance des équipements Inhalation/Cutanée
Dépot de Dans le Récupération du réacteur/Contamination seche des Inhalation
vapeur substrat lieux de travail
Traitement et emballage de poudres séches Inhalation/Cutanée
Nettoyage et maintenance des équipements Inhalation/Cutanée
Colloidale Suspension Si une suspension liquide est traitée pour en faire une Inhalation/Cutanée
ou par liquide poudre : exposition potentielle lors du séchage pour
usure créer la poudre ainsi que lors du traitement et de

I’empaquetage de la poudre séche.

Nettoyage et maintenance des équipements Cutanée

L’exposition de la population générale aux NPs peut étre « volontaire », aprés contact avec un
des nombreux produits en faisant I'utilisation ou elle peut étre « accidentelle », aprés contact avec
des résidus de production ou d'utilisation. Considérant que, tel qu’il avait été mentionné
précédemment, la petite taille des NPs leur permet de demeurer plus longtemps en suspension
dans les airs, la voie d’exposition accidentelle la plus probable est par inhalation. Cependant, a
ce jour, il existe peu d’études mesurant I'étendue des déversements industriels de NPs et leur
devenir dans I'environnement. D’un autre c6té, il y a une panoplie de produits contenant des NPs.
Des domaines tels que I'électronique, la médecine, les cosmétiques et la chimie en profitent
particulierement. Le tableau 1.2 présente des exemples de produits contenant des NPs pouvant
étre des sources d’exposition pour la population générale (EPA-Nanotechnology-White-Paper,
2007, Lioy et al., 2010, R. Roy et al., 2014b, Simko et al., 2010, Tang et al., 2015).



Tableau 1.2. Voies d’exposition de la population générale ou de consommateurs pour divers types de produits
Traduit d’EPA-Nanotechnology-White-Paper, 2007

Type de produit

Creme solaire
contenant des
matériaux
nanométriques

Catalyseurs
métalliques dans
I’essence afin
d’en réduire les
émanations

Peinture et
revétements

Vétements

Electroniques

Biens de sport

Source de libération ou
d’exposition

Application sur la peau par le
consommateur

Libération par le consommateur (ex.
lavage avec de I'eau et du savon) dans
les eaux usées

Elimination de contenants de créme
solaire (avec des résidus de creme)
apres I'utilisation (dans des sites
d’enfouissement ou incinération)

Libération a partir des gaz
d’échappement vers I'air (puis déposition
dans la surface d’eau)

Erosion, élimination

Usure, lavage, élimination

Libération en fin de vie ou aprés la fin
des cycles de recyclage

Libération en fin de vie ou apres la fin
des cycles de recyclage

Population
exposée

Consommateurs

Population générale

Population générale

Population générale

Consommateurs,
population générale

Consommateurs,
population générale

Consommateurs,
population générale

Consommateurs,
population générale

Voie d’exposition potentielle

Cutanée

Ingestion

Inhalation ou ingestion

Inhalation ou ingestion

Cutanée, inhalation ou ingestion
Cutanée, inhalation, ingestion a partir
de la surface ou d’eaux souterraines

Cutanée, inhalation, ingestion a partir
de la surface ou d’eaux souterraines

Cutanée, inhalation, ingestion a partir
de la surface ou d’eaux souterraines

Les trois types d’expositions accidentelles les plus fréquents seraient I'exposition par inhalation,
suivie par l'ingestion et le contact cutané. L’exposition par inhalation pourrait étre décrite selon
les modeles appliqués aux aérosols. Alors, des facteurs tels que la taille des particules, leur
tendance a s’agglomérer, a se déposer et a se resuspendre, ainsi que leur comportement sous
I'effet des forces d’inertie, de gravité et de diffusion influencent fortement a quel point les NPs
pourront pénétrer profondément dans le systéme respiratoire des personnes exposées (Tang et
al., 2015). L’exposition par ingestion semble étre plutét faible au niveau de la masse en NPs
absorbées. Toutefois, elle pourrait étre plus élevée pour de jeunes enfants, ayant plus tendance
a ingeérer de la poussiére ou de la terre, car ils sont au niveau du sol plus souvent que les adultes.
D’autres sources d’ingestion proviendraient de la nourriture, des agents ajoutés aux aliments, de

médicaments et de suppléments alimentaires (EPA-Nanotechnology-White-Paper, 2007).



L’exposition cutanée aux NPs est en augmentation, car certaines d’entre elles sont incorporées
a des produits cosmétiques communs tels que les crémes solaires et les déodorants. Une étude
a démontré qu’il existe une relation inverse entre la taille des particules et leur capacité de
pénétrer la peau (Tinkle et al., 2003). Par ailleurs, sur un modéle de peau porcine, plusieurs types
de points quantiques ont été en mesure de traverser la couche cornée pour se retrouver dans les
couches profondes de la peau (Gopee et al., 2007). Ainsi, les particules nanométriques auraient
davantage de chances d’étre absorbées a travers la peau que les particules plus grosses. Celles-
ci pourraient par la suite se disperser dans les tissus environnants ou entrer dans la circulation
lymphatique (Ryman-Rasmussen et al., 2006). En milieu de travail, la manipulation de matériaux
recouverts de NPs ou le dép6t sur la peau de NPs a base de carbone dispersées dans I'air peut
aussi mener a une exposition cutanée. Par exemple, une étude a estimé les dépdts sur des gants

a 0.2 a 6 mg par main (Maynard et al., 2004).

1.1.5 L’exposition aux NPs : effets sur les modéles murins et sur les humains

Des études toxicologiques sur des modéles murins ont vu le jour au cours des derniéres années
pour déterminer l'effet de I'exposition aux NPs sur la santé. Celles-ci ont permis de mettre en
évidence leur capacité de s’accumuler dans divers organes et de déclencher un stress oxydatif
et des effets inflammatoires. Par exemple, les nanotubes de carbone promeuvent la génération
intracellulaire d’espéces réactives de 'oxygéne, des dommages a ’ADN puis la nécrose cellulaire
chez un modéle de macrophages murins (Di Giorgio et al., 2011). De plus, des NPs d’or injectées
de facon intrapéritonéale s’accumulent particuliérement dans le cerveau. Leur injection par
intraveineuse a quant a elle mené a une accumulation préférentielle au foie avec des
accumulations secondaires aux reins, aux poumons, au cerveau et a la rate. Par ailleurs, aux
doses plus élevées, elles ont induit une chute de I'hématocrite et une perte de poids. Les NPs
d’or recouvertes de polyéthyléne glycol ont particulierement été toxiques pour le foie et elles ont
aussi induit une réponse inflammatoire aigue (Cho et al., 2009). Enfin, les NPs d’oxyde
d’aluminium induisent I'activation de microglies et des astrocytes de diverses zones du cerveau

de rats, menant ainsi a une induction de I'inflammation (X. B. Li et al., 2009).

Le modeéle murin de la poche d’air est couramment utilisé par notre laboratoire afin d’étudier les
mécanismes impliqués dans linflammation stérile aigue et pour évaluer les propriétés
pro-inflammatoires de nombreux produits. Nous avons démontré que les NPs d’oxyde de titane
induisent un recrutement rapide (3h) de neutrophiles ainsi que la libération locale de médiateurs

solubles, en particulier le MIP13. En comparaison, un agoniste pro-inflammatoire classique, les
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lipopolysaccharides (LPS), induit plutét un recrutement aprés 6 a 9 heures. Un autre type de NPs,
les fullerénols, n’induisent pas de recrutement cellulaire. Par contre, elles amplifient un
recrutement neutrophilique induit par le LPS aprés 3 heures de traitement. Celles-ci amplifient
aussi la libération de médiateurs solubles induite par le LPS, en particulier I'lL-6 (Girard, 2014,

Goncalves et al., 2011, Goncalves et al., 2013).

Des études menées sur des volontaires humains ont quant a elles mis en évidence trois
caractéristiques principales de I'effet des NPs sur 'organisme. En premier lieu, leur demi-vie en
circulation semble étre assez longue, variant de quelques semaines a des années (Bordea et al.,
2009). Ainsi, avec une concentration systémique suffisante et des expositions répétées, leur
accumulation dans des organes cibles est possible. En deuxiéme lieu, les NPs ayant pénétré
dans la circulation sanguine ont tendance a s’accumuler dans le foie et dans la rate (Alexis et al.,
2008, Almeida et al., 2011). Cependant, cette distribution pourrait étre modulée par la taille des

NPs tel qu’il est montré dans le tableau 1.3.

Tableau 1.3. Biodistribution des nanoparticules d’or selon la taille (10-250 nm)

Traduit avec autorisation de Gebel et al. 2014

Tissu/Organe 10 nm 50 nm 100 nm 250 nm

Concentration Au, ug (Au)/g (échantillon)

Sang 1.5 1.4 22 0.97
Foie 2.7 1.2 3.3 3.0
Rate 2.2 1.4 1.8 2.0
Poumons 0.19 1.7 0.044 0.035
Reins 0.34 0.058 0.030 0.026
Testicules 0.055 ND ND 0.006
Thymus 0.21 ND 0.006 0.035
Cceur 0.16 0.049 0.009 ND
Cerveau 0.13 ND ND ND

En dernier lieu, les NPs ont tendance a s’accumuler dans les cellules dont la fonction de
phagocytose est la plus active, dont les phagocytes professionnels tels que les macrophages et

les neutrophiles. Ainsi, la concentration pouvant étre atteinte au sein de ces cellules peut étre
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particulierement élevée, induisant du coup une toxicité ciblée de ces cellules du systéme
immunitaire (Alexis et al., 2008, Gebel et al., 2014).

Des publications ont mis en évidence l'induction d’'un procédé biologique central en aval d’'une
exposition & des NPs, linflammation. A ce jour, 'hypothése favorisée stipule que les NPs
induisent un stress oxydatif prolongé au sein des cellules, déclenchant par la suite I'inflammation.
L’induction d’'un stress oxydatif par plusieurs NPs chez des cellules humaines saines ou
cancéreuses a été démontrée. Celles-ci comprennent, entre autres, une lignée de cellules
épithéliales pulmonaires, une lignée de cellules épithéliales colorectales, une lignée de
kératinocytes, des lymphocytes, des monocytes et des macrophages. Par exemple, les fullerénes
(Levi et al., 2006), les NPs d’argent (AshaRani et al., 2009), I'oxyde de cérium, 'oxyde de zinc ou
les points quantiques (Lim et al., 2003) peuvent engendrer un stress oxydatif menant a la mort
cellulaire soit par apoptose ou par nécrose, selon les concentrations utilisées. (Hanley et al.,
2009, Ivask et al., 2015, W. Lin et al., 2006, Lopez-Serrano et al., 2014, Lovri¢ et al., 2005, R.
Roy et al., 2015). Le grand ratio aire de surface sur volume des NPs semble étre particulierement
impliquée dans l'induction du stress oxydatif puis de l'inflammation. En effet, les dommages
cellulaires, l'activation cellulaire et l'inflammation engendrés par elles sont supérieurs a ceux
induits par la méme masse de produits non nanométriques (K. Donaldson et al., 2000).
L’inflammation est un procédé biologique bénéfique pour la défense de I'organisme contre de
pathogénes envahisseurs. Cependant, lorsque l'inflammation n’est pas bien régulée ou qu’elle
ne se résorbe pas adéquatement, elle peut avoir des effets néfastes sur plusieurs systéemes. Par
exemple, certaines NPs favoriseraient le déclenchement de l'inflammation au niveau des
poumons et du systéme cardiovasculaire (Ken Donaldson et al., 2002). Considérant que les NPs
pourraient se bioaccumuler dans des organes cibles comme le foie et la rate, tel qu’il a été décrit
précédemment, celles-ci pourraient y causer un stress oxydatif, 'exacerbation de I'inflammation,
la mort cellulaire et finalement engendrer la perte de fonction. Des auteurs proposent de
réglementer activement les NPs pouvant amorcer, promouvoir ou aggraver les processus
inflammatoires, puisqu’elles seraient plus susceptibles d’avoir des effets néfastes sur I'organisme
(Seaton et al., 2009).

Lopes-Serrano et al. ont souligné que pour qu’il puisse y avoir des rapprochements entre les
données obtenues sur des modéles animaux, des tests in vitro et les effets sur les populations
vulnérables, une bonne quantification des expositions doit étre performée. Ainsi, la concentration
de NPs présente dans I'environnement et celle s’accumulant dans les organes aprés des

expositions répétées doit étre évaluée. Cependant, a ce jour, il n'y a pas de méthode de dosage
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environnemental standard de définie et il manque d’études quantifiant leur accumulation au sein
des organes cibles. De plus, les différents types de NPs ont des comportements variés. Ainsi,
des études seront nécessaires pour définir les meilleures méthodes de dosage et pour
caractériser I'exposition a laquelle la population en général ou les travailleurs sont exposés
(Lopez-Serrano et al., 2014). Enfin, il sera nécessaire d’effectuer davantage d’études in vivo et
sur des cellules humaines comparant en paralléle les effets d’'une masse de matériaux NPs par
rapport a la méme masse de matériaux non nanométriques. Ainsi, les effets toxiques attribuables
exclusivement aux propriétés intrinséques des NPs seront mieux documentés (Gebel et al.,
2014).

1.2 Les NPs d’oxydes métalliques

Les NPs d’oxydes métalliques sont un des quatre groupes principaux de nanoparticules, tel qu'’il
avait été discuté dans la section précédente. Leurs propriétés physicochimiques caractéristiques
leur ont valu d’étre utilisées dans une panoplie de produits courants. Dans la prochaine section,
des exemples de I'utilisation des NPs d’oxydes métalliques seront présentés, leurs principales
propriétés physicochimiques seront énumérées et les méthodes utilisées pour les caractériser

seront décrites.

1.2.1 Exemples d’utilisation

Les NPs d’'oxydes métalliques sont le type de nanoparticules dont la production est la plus élevée
au niveau mondial. En particulier, les masses de NPs d’'oxyde de zinc, de dioxyde de titane et de
dioxyde de silice sont les plus élevées. Des mélanges de dioxyde de titane et d’oxyde de zinc ont
été répertoriés dans des produits tels que des écrans solaires, des produits cosmétiques ou des
peintures. Selon la base de données du projet en nanotechnologies émergentes, répertoriant les
produits contenant des NPs sans égard de leur concentration, environ 29 % des produits
contenant des NPs sont des liquides (eau, crémes pour la peau, huiles, lubrifiants pour voitures).
Les produits solides (fers pour les cheveux, textiles) contenant des NPs représentent quant a eux
environ 17 % des produits répertoriés. Le pourcentage de produits utilisant des NPs d’argent ou
de dioxyde de titane pour leurs propriétés antibactériennes est le plus élevé (31 % des produits).
Le dioxyde de titane et le dioxyde de silice sont aussi utilisés en tant qu’agents protecteurs de
surface (15 % des produits) ou en tant qu’agents pour le traitement de I'eau ou de l'air a domicile

(15 % des produits). L'industrie des cosmétiques utilise aussi de fagon fréquente les NPs
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d’argent, d’or et de dioxyde de titane (12 % des produits). Enfin, des NPs d’argent, de calcium,

d’or, de dioxyde de silice, de magnésium, entre autres, sont utilisées dans le domaine de la santé

ou dans des suppléments alimentaires. (11 % des produits) (Vance et al., 2015). Le tableau 1.4

énumeére les principales catégories de produits utilisant les NPs et en présente quelques

exemples dans le marché a I'heure actuelle.

Tableau 1.4. Exemples de produits sur le marché contenant des nanoparticules
Compilation d’aprés le projet en nanotechnologies émergentes

Catégorie
Agent adsorbant

Agent anti-
agglomérant

Agent antimicrobien
Agent hydrophobe
Agent lubrifiant
Catalyseur

Chimie verte
Cosmétiques
Dureté et force
Electroniques
Environnement
Filtration
Pigments
Protection solaire
Revétements

Santé

Exemples de produits dans le marché

Sérum hydratant (ZnO), agent détachant

Fer plat (Ag), Brosses a visage (TiOz, ZnO), Shampoing Panténe (TiO2)

Draps en coton (Ag), bas anti-odeurs (Ag), pansement a blessure (Ag)

Revétement a tuiles (SiO2), revétement a bois et pierre (SiO2), revétement a fenétres (T102)
NanoLUB (WS2), baume a lévres (ZnO)

Catalyseur a essence (CeOz), Scellant a fenétre (TiOz), peinture pour salle de bain
Catalyseur pour voiture (Pd), nettoyant commercial (TiO2)

Déodorant (TiOz2), creme a raser (TiOz2), shampoing anti pellicules (TiOz2)

Fer a repasser (Ag), peinture anti-graffiti (SiOz2), colle (TiOz), skis (SiOz2)

Processeurs (Si), carte mémoire (SiOz), disque dur (Si), prothése auditive (Si)

Purificateur d’air pour voiture (TiOz2), cuisiniere au gaz (TiOz2)

Aspirateur (Ag), purificateur d’eau (Ag)

Peinture blanche (TiOz2), scellant (TiO2)

Créme solaire (TiO2), baume a lévres (TiOz), maillot de bain (Ag)

Scellant pour voiture (SiOz), traitement anti-condensation pour visiéres, lits pour chiens (Ag)

Creme solaire (TiOz, Zn0O), test de grossesse (Au)

1.2.2 Propriétés caractéristiques

Les NPs d’'oxydes métalliques sont utilisées a grande échelle par nombreuses industries. Par

exemple, elles sont des semi-conducteurs pouvant catalyser des réactions d’oxydoréduction.
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Elles absorbent fortement les rayons ultraviolets, ce qui les rend particulierement efficaces au
sein de crémes solaires ou de tissus techniques. Les propriétés de photocatalyse de NPs de
dioxyde de titane ou d’oxyde de zinc les rendent utiles en tant qu’agents antiseptiques sur des
textiles, dans des shampoings antipelliculaires ou dans des aliments lyophilisés (David

Gongalves, 2015, Simon-Vazquez et al., 2014, Haiyuan Zhang et al., 2012).

Il est prévu que nombreuses nouvelles applications seront développées dans des domaines tels
que la santé. En effet, certaines NPs auraient la capacité d’agir en tant qu’adjuvants pour
potentialiser la réponse immunitaire dans des vaccins. De plus, des combinaisons NP-antigéne
ou NP-cytokine pourraient aussi voir le jour pour moduler les réponses inflammatoires (David
Gongalves, 2015, Smith et al., 2013). Des NPs de fer pourraient quant a elles étre prisées pour
des procédures d’imagerie médicale par résonnance magnétique, car leur magnétisme peut étre
modulé, elles sont biocompatibles, elles sont moins toxiques que les agents de contraste
normalement utilisés et elles sont faciles a détecter a des concentrations modérées (Nune et al.,
2009).

1.2.3 Caractérisation des propriétés physicochimiques

Les NPs d'oxydes métalliques sont les nanomatériaux dont la manufacture et I'utilisation sont les
plus fréquentes au niveau mondial (R. J. Aitken et al., 2006). Elles sont, entre autres, utilisées
avec succes en tant qu’agent antimicrobien. Cependant, la caractérisation des mécanismes
impliqués dans leur toxicité envers les microorganismes et de leurs effets sur les cellules
humaines est incompléte. A ce jour, il y a des évidences que plusieurs NPs d’oxydes métalliques
sont cytotoxiques. Par exemple, les NPs d’oxyde de cuivre, d’'oxyde de zinc, de trioxyde de
diantimoine, de tétraoxyde de trimanganése, et de tétraoxyde de tricobalt ont des effets
cytotoxiques a des concentrations allant de 16,4 yg/mL a 132.3 yg/mL chez deux lignées de
cellules épithéliales humaines (lvask et al., 2015). Cependant, de nombreux paramétres tels que
le type cellulaire étudié, la concentration cellulaire et les caractéristiques des NPs influencent le
niveau de toxicité observée. La caractérisation extensive des propriétés physicochimiques des
NPs d'oxyde métallique a I'étude est nécessaire, car selon la méthode de production, la
concentration utilisée, les propriétés de surface et la présence d’additifs, le méme oxyde
métallique nanoparticulaire pourrait induire des effets toxiques contradictoires sur un type

cellulaire donné (DjuriSi¢ et al., 2015).
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Il a été proposé que les publications documentant les effets biologiques des NPs contiennent une
évaluation des propriétés physicochimiques suivantes : la morphologie, la structure cristalline, la
pureté, la taille moyenne et la distribution de tailles, la composition chimique, I'aire de surface, les
propriétés de surface, le degré d’agrégation sous les conditions expérimentales, la stabilité, la
réactivité de surface, la chimie de surface et la charge de surface (Krug et al., 2011). La
microscopie électronique a transmission est la méthode de choix pour étudier la morphologie et
la taille des NPs. Celle-ci peut étre complétée par la spectroscopie de diffraction des rayons X
pour déterminer la structure cristalline des NPs (DjuriSi¢ et al., 2015, Tseng et al., 2013). Ceci est
particulierement important pour des NPs telles que celles d’oxyde de titane qui peuvent se
retrouver sous forme cristalline anatase ou rutile, leur attribuant des propriétés toxicologiques
distinctes (Yin et al., 2012).

La composition chimique des NPs peut étre caractérisée par spectroscopie photo-électronique a
rayons X. Celle-ci est particulierement intéressante, car elle peut donner des indices sur I'état
d’oxydation des composantes de la NP et elle peut détecter de faibles niveaux d’'impuretés
(inférieurs a 0.1 %) (Tseng et al., 2013).

La mesure du potentiel z&ta donne une idée de la charge de surface de la NP et peut étre mesurée
par électrophorése de type vélocimétrie laser. Elle peut étre influencée par la concentration de
NP, la température, le pH et la force ionique de la solution de dispersion, ainsi que par la présence

de revétements ou l'interaction avec des protéines (Clogston et al., 2011).

L’analyse de Brunauer-Emmett-Teller peut étre utilisée pour mesurer l'aire de surface maximale
des NPs. Cependant, puisque cette méthode nécessite leur chauffage sous vide, il ne permet pas

'analyse des NPs en milieu aqueux (Xiaoyong et al., 2009).

L’analyse de la diffraction dynamique de la lumiére permet pour sa part de mesurer la taille des
NPs individuelles et les agrégats pouvant se former dans les milieux aqueux, tels que les milieux
biologiques (Xiaoyong et al., 2009). Celle-ci est toutefois sensible a la concentration de
I'échantillon, car une trop haute concentration favorise fortement la formation d’agrégats, alors
gu’a une concentration trop faible le bruit de fond provenant des autres particules en solution
dans le diluant sera trop élevé. Il estimportant d’effectuer les mesures aux concentrations de NPs
et dans les milieux de culture utilisés lors des tests biologiques, afin d’avoir une idée plus concise
de leur état lors de leur mise en contact avec les cellules. La prise en considération de 'index de
polydispersité aprés chaque mesure est importante pour s’assurer de la qualité des données
recueillies. En effet, un haut indice de polydispersité est souvent un signe d’'une concentration

d’analyte trop faible. Enfin, I'’échantillon analysé par diffraction dynamique de la lumiére doit se

16



disperser de fagon stable en solution pour ne pas précipiter en cours de mesure, puisque celles-

ci peuvent nécessiter plusieurs minutes (DjuriSic¢ et al., 2015).

Finalement, plusieurs propriétés des NPs sont fortement dépendantes du solvant. Alors, il est
important que le milieu de dispersion utilisé soit le plus prés possible du milieu biologique lors de
leur caractérisation pour, par exemple, des tests de toxicité sur des cellules humaines. De ce fait,
il sera possible pour I'expérimentateur de mieux connaitre I'état des particules a I'étude pour
pouvoir ainsi effectuer des rapprochements entre leurs caractéristiques physicochimiques et leurs

effets en milieu biologique (DjuriSic¢ et al., 2015).

1.3 Les NPs d’oxyde de zinc

Les NPs d’oxyde de zinc sont, avec les NPs de SiO; et de TiOg, les NPs dont |la production est la
plus élevée au niveau mondial. Elles font partie du groupe des NPs d’oxydes métalliques et sont
particulierement utilisées pour leurs propriétés antiseptiques ou dans I'industrie des cosmétiques,
car elles absorbent les rayons ultraviolets. Elles sont aussi des candidats de choix pour des
applications dans de domaine de I'électronique et dans le domaine biomédical. Dans la prochaine
section, il sera d’abord question des propriétés du zinc et de son importance dans I'organisme.
De plus, il y aura un survol de I'historique de l'utilisation des NPs d’oxyde de zinc. Ensuite, la
synthése des NPs d’oxyde de zinc sera décrite. Enfin, leurs effets dans des modéles in vitro et in

vivo seront présentés.

1.3.1 Le zinc et son importance dans I’organisme

Le zinc est un élément essentiel chez de nombreuses espéces animales, dont les humains. En
effet, 2 a 3 grammes de zinc sont stockés chez un adulte de 70 kg, desquels 2 a 3 milligrammes
sont utilisés par jour (Sandstead et al., 1996, Wastney et al., 1986). Il a une demi-vie d’environ
280 jours dans 'organisme. Le zinc est nécessaire pour la croissance et le développement. Par
exemple, dans des pays en voie de développement, la supplémentation en zinc favorise la

croissance des enfants (Shrimpton et al., 2005).

Le zinc est présent dans une panoplie de domaines protéiques et est essentiel pour I'activité de
centaines d’enzymes et de facteurs de transcription. Des fonctions cellulaires telles que la
prolifération, la différenciation et 'apoptose sont dépendantes de cet élément. Ainsi, en absence
de cet élément, les fonctions de systémes biologiques tels que le systéme immunitaire peuvent

étre perturbées (Maret et al., 2006). En carence de zinc, il y a une atrophie du thymus, une
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lymphopénie et une déficience de la réponse immunitaire humorale et cellulaire. Lorsque la
carence devient chronique, le systéme immunitaire commence une reprogrammation : activation
du stress cellulaire, production de glucocorticoides favorisant I'apoptose des prélymphocytes B
et T (Fraker et al., 2004). Par ailleurs, le ratio de lymphocytes CD4/CD8 a été proposé en tant

que test immunologique robuste pour déceler des déficiences en zinc (Maret et al., 2006).

1.3.2 Historique de l'utilisation des nanoparticules d’oxyde de zinc

L’utilisation des NPs remonte aux années 1980, date ou les premiers brevets pour les formes
nanométriques du dioxyde de titane et d’oxyde de zinc ont été déposés. Auparavant, 'oxyde de
zinc sous forme pigment était déja utilisé dans certaines crémes solaires a cause de leur capacité
d’absorber les rayons ultraviolets. Cependant, ses propriétés de diffraction de la lumiére visible
faisaient en sorte qu’il laissait une blancheur opaque aprés son utilisation. La forme pigment de
'oxyde de zinc contenait une certaine proportion du matériau sous forme nanoparticulaire.
L’utilisation commerciale a grande échelle des NPs d’oxyde de zinc a commencé vers la fin des
années 1990. Ceci a été rendu possible par le développement de méthodes d’isolation et de
production contrélée de particules dont la taille était inférieure a 100 nm. Ces NPs avaient
'avantage de maintenir les propriétés d’absorption des rayons ultraviolets tout en diminuant la
diffraction de la lumiére visible. Ainsi, des crémes solaires contenant des concentrations de NPs
d’oxyde de zinc suffisantes pour protéger de fagon efficace, sans pour autant laisser de blancheur
opaque apreés leur utilisation, ont vu le jour (Schilling et al., 2010). Depuis, tel qu’il a été décrit
précédemment, une panoplie d’industries ont adopté les NPs ZnO. Par ailleurs, leur niveau de
production mondiale est le troisieme plus élevé (550 tonnes par année), derriére seulement le
dioxyde de silicium (5 500 tonnes par année) et le dioxyde de titane (3 000 tonnes par année)
(Piccinno et al., 2012).

1.3.3 La synthése des nanoparticules d’oxyde de zinc

L’'oxyde de zinc peut étre présent sous trois formes cristallines, soit la forme wurtzite, la forme
blende de zinc et la forme moins commune sel gemme. La forme wurtzite posséde une forme
hexagonale et est thermodynamiquement stable a température ambiante. La forme blende de
zinc quant a elle est métastable, mais elle peut étre stabilisée par certaines techniques lors de la
synthése. Par ailleurs, I'optimisation des paramétres de synthése, tels que le type de précurseurs

et de solvant, la température ou le pH, il est possible de produire des NPs de taille et de forme
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différentes. En plus des nanosphéres, nanotubes, nanofils, nanoaiguilles et des nanoanneaux,
des formes plus exotiques telles que des cages, peignes, hélices, polyédres, disques, fleurs,
étoiles ou des assiettes peuvent ont pu étre manufacturées. Chaque forme de NP a des propriétés
structurelles, optiques, électriques et physicochimiques distinctes. Les conditions de synthése
des NPs d’'oxyde de zinc peuvent donc étre optimisées pour obtenir la forme de NP avec les
caractéristiques les plus adaptées a I'utilisation désirée (Sirelkhatim et al., 2015). Le tableau 1.5
énumere des techniques de synthése courantes et les morphologies de NPs d’oxyde de zinc

pouvant étre obtenues.

Tableau 1.5. Exemples de techniques de synthése et morphologies des NPs associées
Traduit avec autorisation de Sirelkharim et al. 2015

Technique Morphologie des NPs
Décomposition par microondes Sphére

Voie chimique en conditions humides simples Fleurs, riz, flocons, anneaux, forme d’haltére

Procédé de précipitation simple Flocons

Procédé de déposition Forme d’haltére, batonnets
Synthése hydrothermale Batonnets en prisme hexagonal
Méthode solvothermale Fleurs, batonnets, sphéres
Méthode hydrothermale par microondes En forme de mare

Technique hydrothermale Batonnets

L’oxyde de zinc est presque insoluble dans I'eau. Les NPs ont ainsi tendance a s’agglomérer
rapidement pendant la synthése. Puisque I'agglomération, la précipitation ou la non-dissolution
des NPs générées peut interférer soit avec la poursuite de leur synthése ou avec leur activité
antimicrobienne, il est désormais commun d’ajouter des additifs stabilisateurs tels que I'alcool
polyvinylique, le polyvinylpirrolidone ou le polyacide a, y, L-glutamique ou des agents dispersants
tels que le polyéthyléne glycol. Des agents de recouvrement tels que le silicate ou le carbonate
de sodium ont aussi été utilisés avec succés (Sirelkhatim et al., 2015). Dans l'industrie des
cosmétiques et des crémes solaires, la plupart des NPs d’oxyde de zinc synthétisées ont une
taille initiale d’environ 10 & 20 nm. Cependant a cause de leur trés forte tendance a I'agrégation,
elles se retrouvent plutdt en tant qu'agrégat de 30 a 150 nm dans le produit fini (Schilling et al.,
2010).
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Enfin, il est aussi commun d’incorporer d’autres métaux aux NPs pour améliorer leurs propriétés.
Ce procédé, dénommé dopage, a été effectué avec succes en ajoutant de I'étain aux NPs d’oxyde
de zinc pour augmenter leur activité bactéricide de contre le S. aureus (Jan et al., 2013). Etant
donné que les propriétés physicochimiques et I'activité biologique des NPs ZnO peuvent varier
selon leur composition, il est important de bien les caractériser avant d’en étudier les capacités
antiseptiques ou leur toxicité. Ainsi, il serait possible de corréler leurs effets biologiques a leur
activité biologique puis de comprendre comment leur composition et leur forme peuvent influencer

leurs interactions avec les membranes biologiques (Sirelkhatim et al., 2015).
1.3.4 Effets in vitro et in vivo des nanoparticules d’oxyde de zinc

Tel qu’il a été discuté précédemment, les NPs présentes dans I'environnement peuvent pénétrer
'organisme par des voies variées, telles que I'exposition par inhalation, par ingestion ou par
contact. Les NPs d’oxyde de zinc entrent dans la circulation pour ensuite s’accumuler dans des
organes cibles tels que le foie, la rate, les reins, le thymus, les poumons, le cceur et le cerveau.
Par ailleurs, la petite taille et le grand ratio aire de surface sur volume d’un matériau semblent
avoir une grande influence sur sa distribution et son accumulation dans les organes. En effet,
'oxyde de zinc sous forme non nanométrique s’accumule de fagon bien moins efficace dans
'organisme, comparativement a sa forme nanométrique (C. H. Li et al., 2012). Aussi, les effets
toxiques induits par I'oxyde de zinc nanoparticulaire chez une lignée humaine de cellules
épithéliales pulmonaires (A549) sont plus importants que ceux induits par les formes plus
grossiéres du matériau (R. Roy et al., 2011). En plus de la taille, la forme des NPs d’oxyde de
zinc peut aussi influencer I'étendue de leur potentiel cytotoxique. Par exemple, 'TEC50 des NPs
(a ratio aire de surface sur volume équivalent) sous forme de batonnets chez les cellules A549
est 8.5 ug/mL, alors que celui de celles de forme sphérique est de 12.1 ug/mL (Hsiao et al., 2011,
R. Roy et al., 2015).

L’inhalation est une des voies d’exposition des NPs d’oxyde de zinc les plus favorisées. Etant
donné que celles-ci ont tendance de s’accumuler plus profondément dans les voies respiratoires
que leur équivalent non nanométrique, elles peuvent y interagir avec les cellules de I'épithélium
alvéolaire ou avec les macrophages alvéolaires. Les NPs accumulées profondément dans les
poumons pourraient par la suite y déclencher des processus inflammatoires. Une étude in vitro a
démontré que les NPs d’'oxyde de zinc induisent un stress oxydatif et des effets toxiques chez
des cellules épithéliales alvéolaires de type Il cultivées en suspension a l'interface air-liquide (Xie

etal., 2012). Egalement, aprés culture avec des concentrations croissantes de NPs de ZnO, des
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cellules épithéliales alvéolaires humaines exhibaient une mort cellulaire augmentée
accompagnée de 'augmentation de I'expression de trois marqueurs inflammatoires, L’IL-8, MCP-
1 et 'NICAM-1 (Gojova et al.,, 2007). D’autres signes de la toxicité induite par ces NPs sur
I'épithélium pulmonaire sont la perte de I'intégrité membranaire des cellules, la perte des jonctions
serrées, la dysfonction mitochondriale et 'augmentation des espéces réactives de I'oxygéne

intracellulaires (R. Roy et al., 2015).

Des études sur des modeéles animaux ont démontré que l'inhalation de NPs d’oxyde de zinc peut
déclencher des processus inflammatoires. Par exemple, celles-ci ont induit le recrutement de
cellules immunitaires et le déversement de médiateurs solubles pro-inflammatoires dans les
poumons lors d’'un modéle d’instillation pulmonaire de rats (Sayes et al., 2007). Quelques études
ont aussi été menées sur des volontaires humains, cependant les résultats obtenus sont parfois
contradictoires. D’une part, un rapport démontre que la fumée d’oxyde de zinc induit un
recrutement pulmonaire de neutrophiles et une augmentation de la libération des cytokines
pro-inflammatoires IL-8 et facteur de nécrose tumorale (TNF) chez des volontaires humains sains
(Kuschner et al., 1995). D’autre part, un rapport plus récent étudiant I'effet de I'inhalation d’oxyde
de zinc sous forme microparticulaire et sous forme nanoparticulaire chez des volontaires humains
sains conclut que I'exposition a 500 microgrammes de NPs par métre cube pendant deux heures
est sous le seuil nécessaire pour déclencher des effets systémiques aigus. Il est cependant

difficile de quantifier a combien cela correspond au niveau sanguin (Beckett et al., 2005).

La production d’espéces réactives de I'oxygene (ROS) et l'induction subséquente de stress
oxydatif cellulaire ainsi que I'induction de I'inflammation par la libération de médiateurs solubles
sont les procédés par lesquels les NPs d’oxydes métalliques, dont 'oxyde de zinc, altérent
’'homéostasie cellulaire pour induire I'apoptose ou la nécrose (Ignacio et al., 2014). Par ailleurs,
chez une lignée rénale humaine (HK-2), les cellules exposées aux NPs d’oxyde de zinc ont une
augmentation de la translocation du NF-kB est observée (Pujalte et al., 2011). Ainsi, la cellule
tente de neutraliser 'augmentation du stress oxydatif cellulaire par I'augmentation de la
translocation de NF-kB, favorisant la transcription de 'ARNm de protéines aux propriétés
antioxydantes. Néanmoins, a des concentrations de NPs trop élevées, ce mécanisme pourrait ne
pas suffire pour permettre le retour a ’'homéostasie et détourner a la mort cellulaire (R. Roy et al.,
2015). Parallélement, la cellule augmente la réponse anti-oxydante dépendante du facteur de
transcription NRF-2. Celui-ci induit des enzymes participant a I'inactivation et a I'élimination des

ROS dont ’'héme oxygénase-1 (Nguyen et al., 2009). Les NPs de TiO; activent I'activité du facteur
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de transcription NRF-2 chez des modeéles d’exposition murins (Hu et al., 2010, J. Wang et al.,
2011, Ze et al., 2013).

Il a été proposé que l'induction de la toxicité des NPs d’oxyde de zinc sur les cellules passe par
deux mécanismes complémentaires. D’un c6té, a cause de leur petite taille, les NPs peuvent lier
avec plus ou moins d’affinité diverses protéines ayant des roles clés telles que les
immunoglobulines, des lipoprotéines, 'albumine, et la transferrine, entre autres. Ceci peut étre
médié par des interactions électrostatiques ou par des liens chimiques entre les molécules de
surface de la NP et les protéines cibles. Par ailleurs, les NPs en solution dans le milieu biologique
ont tendance a agglomérer davantage que celles dans I'eau. Ces agglomérats ont pour leur part
tendance a lier davantage de protéines, et ce en plus grand nombre (Deng et al., 2009). Cette
liaison entre les NPs et les protéines pourrait induire par la suite 'oxydation ou la modification
structurelle de ces derniéres et finalement causer leur perte de fonction (Niemeyer, 2001).
L'inactivation de protéines avec des fonctions cellulaires importantes peut perturber
’homéostasie et amener la cellule a un état de stress. Lorsque celui-ci n’est pas résolu de fagon

efficace, cela déclenche les processus de mort cellulaire.

D’un autre cbté, les NPs d’oxydes métalliques peuvent se dissoudre, ce qui ferait augmenter la
concentration d’ions métalliques dans les milieux biologiques. Les NPs peuvent libérer davantage
d’ions en milieu acide en présence de protéines. Ainsi, celles ayant atteint le systéeme sanguin ou
celles ayant été internalisées dans les cellules peuvent induire des effets toxiques associés a
'augmentation d’'ions métalliques du milieu. Celle-ci est normalement strictement régulée au sein
des cellules et demeure faible. Par exemple, les ions Zn?* intracellulaires sont surtout liés a des
protéines telles que les métallothionéines ou ils sont maintenus dans les mitochondries ou les
lysosomes. Toutefois, 'augmentation de leur concentration intracellulaire peut induire un stress
cellulaire et déclencher des processus inflammatoires (R. Roy et al., 2015). En effet, une étude
menée sur diverses lignées cellulaires (A549, cellules épithéliales colorectales humaines (Caco2)
et des fibroblastes murins (Balb/c 3T3)) a démontré que les effets toxiques induits par les NPs
d’oxyde de zinc étaient attribuables a I'effet des ions Zn?* (Ivask et al., 2015). Une étude menée
sur des cellules épithéliales alvéolaires humaines incubées avec du milieu de culture ayant ou
non été conditionné par des NPs d'oxyde de zinc (celles-ci sont retirées du milieu par
centrifugation) a quant a elle démontré que ce sont les NPs et non leurs ions qui sont
responsables de I'induction de la libération de médiateurs solubles pro-inflammatoires (Gojova et
al., 2007). Une autre étude stipule que les NPs d’oxyde de zinc instillées sont en mesure d’induire

une inflammation éosinophilique et neutrophilique aux poumons de rats, alors que leurs ions

22



n’induisent qu’'un faible recrutement réversible de neutrophiles (Cho et al., 2012). Davantage
d’études seront nécessaires pour bien comprendre I'implication des ions métalliques dans le
mécanisme de toxicité des NPs, car a ce jour la littérature sur le sujet demeure plutét déficiente
(R. Roy et al., 2015).

Les cellules du systéeme immunitaire sont parmi les premiéres a entrer en contact avec les NPs.
En effet, les macrophages comptent parmi les premiers détecteurs de I'inflammation induite par
les NPs dans les poumons a la suite d’'une exposition par inhalation et les neutrophiles sont une
des premiéres cellules y étant recrutées. Les NPs ayant traversé la barriére endothéliale intégrent
la circulation sanguine, ainsi d’autres leucocytes pourraient aussi entrer en contact avec celles-
ci. Les macrophages et les lymphocytes sont sensibles a I'exposition aux NPs d’oxyde de zinc
(R. Roy et al., 2015). Celles-ci ont aussi des effets toxiques sur la viabilité de cellules dendritiques
dérivées de la moelle osseuse de souris (BMDC) et de la lignée de macrophages murins
RAW 264.7 (Palomaki et al., 2010). Cette toxicité est par ailleurs inversement proportionnelle a
la taille des particules présentes. Chez les macrophages murins, les NPs d’oxyde de zinc sont
internalisées par les macrophages par endocytose meédiée par les cavéoles et déclenchent
'augmentation des espéces réactives de I'oxygéne intracellulaire et conduisant a un stress
oxydatif menant a la mort cellulaire. Les études menées sur les macrophages murins, les BMDC
et les RAW 264.7 ont démontré que les NPs d’'oxyde de zinc induisent la libération des cytokines
pro-inflammatoires TNF-a et interleukines 1B, 6, 10 et 17, ainsi que des
chimioattractants CXCL-5, CXCL-9 et CXCL-10. Ces NPs favorisent la maturation de la lignée de
macrophages murins (augmentation CD11c). De plus, elles augmentent I'expression des
protéines impliquées dans la présentation antigénique (CMH IlI, CD1d) ainsi que celle des
protéines impliquées dans la co-stimulation des lymphocytes (CD40 et CD86) chez les
RAW 264.7 et les BMDC. Ces NPs semblent donc augmenter la capacité de ces cellules
« sentinelles » a promouvant linflammation en activant les lymphocytes. La libération de
médiateurs solubles induite par les NPs d’oxyde de zinc chez les macrophages murins semble
nécessiter leur internalisation dans la cellule. En fait, cette derniére est abolie en présence
d’inhibiteurs de I'endocytose médiée par les cavéoles. (Palomaki et al., 2010, R. Roy et al.,
2014d). En somme, les NPs d’oxyde de zinc promeuvent la production de signaux pro-

inflammatoires favorisant le recrutement et I'activation de cellules immunitaires.

Contrairement a ce qui a été décrit précédemment pour la majorité des leucocytes, les NPs
d’'oxyde de zinc n’induisent ni la mort cellulaire des polymorphonucléaires neutrophiles (PMNs)

ni leur production de réactifs oxygénés. Cependant, ces NPs peuvent tout de méme en activer
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les cascades de signalisation (augmentation des phosphoprotéines), augmenter leur synthése
protéique de novo et favoriser leurs processus de dégranulation et de phagocytose (Babin et al.,
2013, Babin et al., 2015, Goncalves et al., 2014). La régulation du recrutement, de la fonction, de
I'entrée en apoptose et de l'efferocytose des PMNs par les macrophages lors des processus
inflammatoires est stricte. Les neutrophiles sous-activés ne peuvent pas prendre en charge
I'élimination des pathogénes de fagon adéquate, ce qui rend l'organisme susceptible aux
infections. Au contraire, leur suractivation peut empécher la résolution de l'inflammation et
favoriser I'apparition de pathologies associées a linflammation chronique telles que l'arthrite
rhumatoide, le psoriasis ou la goutte (Sibilia, 2007). Ainsi, le retard de 'apoptose spontanée des
PMNs induite par les NPs d’oxyde de zinc pourrait alors étre considéré comme un mécanisme

indirect de cytotoxicité (Saptarshi et al., 2015).

La recherche sur l'effet des NPs d’oxyde de zinc sur les cellules immunitaires prend de
limportance, toutefois celle-ci demeure insuffisante. Les tableaux 1.6 et 1.7 résument les
principales études menées au cours des dernieres années. Tel qu’il a été présenté ci-dessus, les
NPs ZnO n’affectent pas toutes les cellules de la méme fagon. Il sera donc important de faire
davantage d’études pour déterminer si elles modulent les fonctions et la viabilité d’autres types
de cellules du systéme immunitaire. Des études subséquentes permettront ensuite d’élucider les

meécanismes cellulaires impliqués puis d’en établir I'effet du point de vue systémique.

Tableau 1.6. Survol des études in vivo récentes traitant de I'effet de I’exposition aux NPs ZnO
Traduit avec autorisation de Saptarshi et al. 2015

Voie d’exposition  Animal Traitement et durée Observations
Instillation Souris 80 ug de ZnO NPs dans 30 L d’eau  Les ions Zn? des NPs ZnO ou d’un sel de zinc ont des
intratrachéale/ distillée mesure aprés 48h/ 0.86 mécanismes d’induction de toxicité pulmonaire
. . mg/m® ZnO NPs aérosolisées, différents
inhalation 5h/jour, évaluation aprés 5 jours
Instillation Souris Dose unique de 80 ug/pL L’exposition a une dose unique de NPs ZnO produit
intratrachéale . . . une inflammation pulmonaire de courte durée, par un
Evaluation 2, 7, 14 and 28 jours mécanisme impliquant les TLR dépendant de MyD88.
apres instillation De plus, I'inflammation induite par les NPs ZnO est
distincte de celle induite par les ions.
Gastro- Souris ZnO NPs a 1, 10 et 100 mg/kg La voie d’exposition intrapéritonéale est plus toxique
intestinale, (poids corporel) quotidiennement. que la voie gastro-intestinale. Présence de dysfonction
intrapéritonéale Evaluation aprés 14 jours. hépatique.
Orale Rat ZnO NPs (500, 1000, 2000 mg/kg) Les NPs ZnO avec des modifications de surface
trois fois par gavage a 0, 24 et 45h. n’induisent pas de génotoxicité in vivo chez le rat ni
L chez la souris.
ZnO NPs 10 mL/kg, deux fois, a un
intervalle de 24h.
Souris
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Orale

Orale

Orale

Oral

Instillation
intratrachéale

inhalation

Inhalation

Injection
intrapéritonéale

Instillation
intratrachéale

Inhalation

Inhalation

Rat

Rat

Rat

Rat

Rat

Souris

Souris

Rat

Rat

Rat

ZnO NPs administrées a 333.33
mg/kg par jour. Evaluation aprés 5
jours.

300 mg/kg ou 50 mg/kg ZnO NPs
pendant 14 jours. Evaluation aprés
les 14 jours.

Dose unique de NPs ZnO : 500
mg/kg pendant 21 jours consécultifs.
Evaluation au dernier jour.

Dose unique de ZnO NPs : 50, 300
ou 2000 mg/kg. Evaluation : des
échantillons sanguins ont été
recueillis aprés 0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 10,
24,48, 72 et 96 heures. Des
échantillons de tissu ont été
recueillis aprés 1 et 6 heures et aux
jours 1, 2, 3 et 7. De I'urine et des
féces ont été récoltées apres 4 et 10
heures et aux jours 10 et 14 aprés le
traitement.

10 mg/mL jusqu’a 72h

5 mg/mL jusqu’a 24h (1.1 et 4.9
mg/m®) (5 heures/jour, 5
jours/semaine pour 30 jours)

3.5 mg/md, 4 heures/jour. Evaluation
aprés 2 ou 13 jours.

500 pL (0.25, 0.5, 1 et 3 mg) ZnO
avec ou sans ovalbumine.
Evaluation 30 jours aprés
I'exposition.

NPs ZnO 0.2 mg/0.4 mL ou ZnCl, en
dose unique. Evaluation : 1, 24, 72
heures et une semaine aprés
I'exposition.

6 heures un jour : 2.1x10°
particules/cm? NPs ZnO de 38 nm.

Rats exposés a des NPs ZnO de
35.6 nm a une concentration de
1x10% mm?m?* Pendant 6 heures.
Evaluation aprés 24 heures
d’exposition.

ZnO NPs causent des blessures hépatiques, de la
toxicité rénale et de I'inflammation pulmonaire.

Exposition orale subaigiie aux NPs ZnO NPs. Induit
des dommages a 'ADN médiés par les ROS et
I'apoptose dans le foie.

NPs ZnO ont augmenté les niveaux de ROS et ont
altéré I'activité des enzymes antioxydants dans les
érythrocytes, le foie et le cerveau. Le potentiel
neurotoxique a été évalué.

Le ZnO sous forme ionique est absorbé. Le foie, les
poumons et les reins sont des organes cibles
potentiels pour I'accumulation. La toxicité des NPs
ZnO a été indépendante de la taille des particules ou
du genre. Les NPs ZnO sont excrétées a travers les
feces.

Les NPs ZnO pourraient causer de I'insuffisance
cardiaque.

Les NPs ZnO ont une toxicité subchronique faible.

Effet d’adjuvant pour I'allergéne lors de réponses
immunitaires de type Th2 induites par I'ovalbumine.

Les NPs ZnO induisent un stress oxydatif dans le
poumon lors de la phase aigue.

Une voie de translocation des NPs ZnO volatiles entre
le bulbe olfactif et le cerveau a été étudiée, incluant
une translocation interneurones par endocytose.

Les NPs ZnO augmentent I'expression de protéines
impliquées dans le cancer et induisent une toxicité
pulmonaire dans le liquide de lavages
broncho-alvéolaires de rats.

Tableau 1.7. Survol des études in vitro récentes traitant de I’effet de I’exposition aux NPs ZnO
Traduit avec autorisation de Saptarshi et al. 2015

Taille des NPs ZnO et dose

Tampon citrate, 20 nm 10 pg/mL

Type cellulaire Espéce
Kératonocytes Humain
HaCaT
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Observations

Les NPs ZnO induisent une réponse inflammatoire par la voie
ROS-ERK-Egr-1.



28 nm, 12.5 pg/mL

Environ 4 nm, 5-50 ug/mL

50-70 nm, <1 pm
5-80 pg/mL

Z-COTE (44 nm x 73 nm)
Nanosun 25 nm

HP1 (28 nm x 96 nm)
Max (36x95 nm)

25 pg/mL

<50 nm et <100 nm

25 nm

6 pg/m? a l'interface air/liquide et 45
Hg/mL en immersion

Intactes ou dispersées a I'aide d’un
surfactant. 30, 80 et 200 nm.

10, 50 et 100 pg/mL

Intactes ou dispersées a I’aide d’un
surfactant. 30, 80 et 200 nm.

10, 50 et 100 pg/mL

NPs ZnO 60 nm et NPs ZnO dopées
a’Al 50 nm.

50 mg/mL

8,10, 18.3 et 28 nm.
5-100 pg/mL

ZnO APTES et ZnO PEG 39 nm.
10, 50, 100 pg/mL

Hexagonal 15.5 nm.

20 pg/mL

70 nm non-modifié, cationique,
anionique, non-ionique.

0-300 pg/10¢ cellules

Sans revétement 30 nm.

0-4 pg-cm?

71 nm

25 uM

<50nm

2.5 pg/mL

Calu-3

Fibroblastes NIH/3T3

A549

Cellules de la
mugqueuse olfactive
dérivées de la
neurosphére

Monocytes THP1

Cellules épithéliales
alvéolaires sub-
cultivées a l'interface
air/liquide

Monocytes THP-1

A549

A549

Jurkat

Monocytes THP1

Cellules MCF-7 de

carcinome du sein

Monocytes THP-1

BEAS-2B

MLE12 et RAW264.7

Macrophages

Humain

Souris

Humain

Humain

Humain

Souris

Humain

Humain

Humain

Humain

Humain

Humain

Humain

Humain

Souris

Souris
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Les NPs ZnO se déplacent de fagon transcellulaire sans
perturber les jonctions cellulaires.

Cytotoxicité dépendante de la présence de phosphates dans le
milieu et du degré d’agglomération.

Les effets du sérum sur la cytotoxicité ont été explorés.

La toxicité des NPs ZnO est médiée par I'inflammation et
I'apoptose, mais indépendante des mécanismes de réparation
des dommages a I’ADN. Modification de la surface diminue la
toxicité des NPs ZnO.

Cytotoxicité et inflammation dépendante de la taille

Des niveaux faibles et critiques d'ions Zn?* intracellulaire,
concentrés dans les endosomes et les lysosomes, sont
essentiels pour la toxicité.

Dissolution intracellulaire des NPs ZnO est requise pour la
cytotoxicité

La présence des NPs ZnO avec faible solubilité dans le
microenvironnement cellulaire contribue au déclenchement de
puissantes réponses antioxydantes et pro-inflammatoires.

La contribution des ions Zn?* envers la cytotoxicité totale est de
10%.

La dissolution extracellulaire des NPs ZnO induit de la
cytotoxicité. Induction de I'apoptose par la voie alternative
indépendante des caspases.

La meilleure option pour limiter la cytotoxicité des NPs ZnO est
d’en diminuer I'absorption en modifiant leur surface.

Cytotoxicité : les NPs ZnO inhiberaient 'enzyme antioxydant
MGST1.

Des concentrations sub-toxiques de NPs ZnO n’ont pas induit
I'expression de HLA DR ou de CD14 ni la libération de TNF-a.
Or, de faibles niveaux de la molécule d’adhésion CD11b ont été
observés.

Les NPs ZnO induisent I'expression du gene IL-8 via I'activation
de la transcription et la stabilisation de TARNm. Celle-ci dépend
de I'endocytose des NPs.

La protéine adaptatrice MyD88 est impliquée dans
linflammation dépendante des NPs ZnO.

Inflammation dépendante de la signalisation des MAPK induite
par le TLR6.



Revétement carboxyle
<20 nm

0.02-100 pg/mL

30 nm
0.8, 2, 8, 14-20 pg/mL

Aminopolysiloxane
Limitée a 60 nm

0-10 pg/mL

20 nm

1, 5, 10, 40, 80 pg/cm?

45 nm
4, 8,12 ug/mL

Batonnets

Largeur 15.38 nm, longueur 82.34

nm.

10 pg/mL

Avec revétement 70 a >100 nm. Sans

revétement 58-93 nm

0.5-256 pg/mL

<35 nm

10-1000 pg/mL

Intactes ou dispersées a I'aide d’un
surfactant 30, 80 et 200 nm.

10,50, 100 pg/mL

<50 nm

2.5 pg/mL

5.6-560 nm

5-80 ppm

Neutrophiles de sang
veineux

Hep-G2

Cellules des
ganglions rétiniens
RGC-5

Macrophages
RAW234.7

Astrocytes primaires

Cellules de
I'épiderme JB6 Cl 41-
5a

Cellules de
I'épithélium rénal
HK-2

Cellules
embryonnaires
rénales (HEK293)

Fibroblastes
embryonnaires
(NIH/3T3)

Cellules de
I'épithélium
pulmonaire (L-132)

Macrophages

Triple co-culture des
cellules des voies
respiratoires

Humain

Humain

Souris

Souris

Souris

Souris

Humain

Humain

Souris

Humain

Souris

Humain
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Les NPs ZnO activent les neutrophiles, retardent I'apoptose par
un mécanisme dépendant de la synthése de novo de protéines
et indépendant des ROS.

ROS, apoptose indépendante de la voie JNK.

Surproduction ROS, stress du réticulum endoplasmique,
apoptose/nécrose, surproduction de caspase 12.

Cytotoxicité induite de fagon indépendante de p47phox et de
Nrf2.

ROS, apoptose induite par la voie JNK

NPs ZnO induisent I'autophagie et les ROS.

Augmentation d’IL-8, IL-6, ROS, dommages a ’ADN. Aucune
modulation de la libération de TNF-a et de MCP-1.

La co-exposition des ZnO NPs avec les UV-B induit des
dommages génotoxiques antagonistes.

Toxicité médiée par les ROS et par I'apoptose

La voie des cavéoles permet l'internalisation des NPs ZnO. La
cascade signalétique des MAPKs médiée par la PI3K est
impliquée dans les réponses inflammatoires.

Il existe des différences dans I'exposition aux NPs ZnO sous
forme d’aérosol ou en suspension.



CHAPITRE 2 : L'INFLAMMATION

L’inflammation est une réponse normale du systéme immunitaire envers les pathogénes ou des
dommages tissulaires, contribuant au retour a ’homéostasie tissulaire. Celle-ci est indispensable
a la fois pour retirer 'agent nocif et pour mettre en branle le processus de guérison de fagon
adéquate. Cependant, méme si l'inflammation est désirable, elle peut avoir des conséquences
néfastes si elle est mal régulée. Par exemple, des maladies telles que le psoriasis, 'asthme et la
goutte sont associées a une réponse inflammatoire chronique. La prochaine section fera d’abord
un survol sur le systéme immunitaire, permettant de mettre en contexte I'utilité de I'inflammation
lors des réponses immunitaires. Par la suite, I'inflammation de type aigu ou de type chronique

sera décrite et de I'implication des éosinophiles en tant que cellules effectrices sera abordée.

2.1 Le systéme immunitaire

Au cours de I'évolution, un systéme immunitaire ayant la capacité de différencier le soi du non-soi
a été développé. Celui-ci permet de détecter, de neutraliser et d’éliminer les microorganismes
pathogénes ainsi que les toxines leur étant associées afin de maintenir I'intégrité et 'homéostasie
de I'héte. La réponse du systéme immunitaire repose sur deux mécanismes fondamentaux

complémentaires, soit la réponse innée et la réponse adaptative (Beutler, 2004).

La réponse immunitaire innée est la premiére ligne de défense, non spécifique, de 'organisme
envers les infections. Elle inclut des défenses physiques (épithéliums, mucus, etc.), des protéines
solubles (protéines du complément, cytokines, chimiokines, médiateurs lipidiques, etc.) ainsi que
des protéines non solubles (ex. récepteurs des motifs moléculaires associés aux
microorganismes) (Aderem et al., 2000, Akira et al., 2006). Son activation est rapide, étant donné
que ses composantes sont exprimées de fagon constitutive ou qu’elles sont facilement activées
a la suite de linteraction avec le pathogéne. Elle permet ainsi le recrutement rapide de
neutrophiles, les macrophages, les cellules dendritiques ou les cellules NK. Cette infiltration
cellulaire perdure jusqu’a ce que le pathogéne soit éliminé et se résout sous 'action de cytokines

anti-inflammatoires (Chaplin, 2010, Turvey et al., 2010)

La réponse immunitaire adaptative repose principalement sur les récepteurs antigéne-spécifiques
présents sur les lymphocytes B et T. Ceux-ci sont formés par des procédés de recombinaison
somatique et sont contrélés séverement par des mécanismes d’induction de la tolérance du soi

afin d’assurer I'innocuité de la réponse immunitaire envers I'h6te (Pasare et al., 2004). Apres la
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résolution de linflammation, une portion des lymphocytes demeurent dans I'organisme pour
générer une mémoire immunologique permettant de développer des réponses immunitaires
contre le méme pathogéne plus rapidement et limiter ainsi I'apparition ou la durée de symptémes
(Chaplin, 2010).

Méme si les deux composantes de la réponse immunitaire sont fondamentalement différentes,
leur effet est complémentaire. Par exemple, la réponse innée ralentit I'invasion pathogénique le
temps de monter la réponse adaptative. Par la suite, des composantes de la réponse innée
participent a I'activation des cellules de 'immunité adaptative. Celles-ci peuvent aussi a leur tour
déclencher d’autres meécanismes effecteurs innés pour compléter la prise en charge des
pathogénes (Chaplin, 2010, Medzhitov et al., 1997, Peng et al., 2007).

2.2 L’inflammation

Le systéme immunitaire réussit normalement a se défaire des pathogénes efficacement sans trop
causer de dommages aux tissus environnants afin de prévenir une inflammation soutenue.
Cependant, un certain degré d’inflammation est nécessaire, car elle permet de mobiliser un grand
nombre d’éléments clés de |la réponse immunitaire. Dans la prochaine partie, I'inflammation aigue
et bénigne sera décrite. Par la suite, il sera question des effets associés au maintien chronique

de l'inflammation. Enfin, les réles des éosinophiles au cours de l'inflammation seront abordés.

2.21 L’inflammation aigue

L’inflammation est un processus normal de la réponse de I'organisme envers des pathogenes ou
des dommages tissulaires et contribue au retour a 'homéostasie tissulaire. Elle est caractérisée
par cing symptdmes principaux soit la chaleur, la rougeur, la tuméfaction, la douleur et, dans
certains cas, la perte de fonction. Ces symptdbmes sont principalement associés a la
vasodilatation permettant I'apport de leucocytes et de médiateurs solubles dans les régions
enflammées (Medzhitov, 2010). L’inflammation aigue est un processus qui se déclenche
rapidement. Elle est suivie d’étapes d’amplification et de résolution mettant fin au processus tout
aussi rapidement. Par exemple, l'infiltration cellulaire induite par des agonistes tels que le LPS,
l'IL-4, 'IL-15 et I'IL-21 dans le modéle murin de la poche d’air est maximale aprés 6 a 9 heures et
est entiérement résolue aprés 24 heures (D. M. Gongalves et al., 2011, Moisan et al., 2007,
Pelletier et al., 2004, Ratthé et al., 2009). L'inflammation est initiée lorsque les macrophages

résidents sont activés par des motifs moléculaires associés aux pathogénes (PAMPSs) ou aux
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motifs moléculaires associés aux dommages (DAMPs) tels que le LPS ou l'adénosine
triphosphate (ATP). Ceux-ci sécrétent alors des cytokines et des chimiokines permettant le
recrutement d’'une premiére vague de neutrophiles. Pendant I'étape d’amplification, les
neutrophiles et les macrophages activés sécrétent des médiateurs solubles favorisant la
vasodilatation ainsi que le recrutement de davantage de neutrophiles. Ces derniers éliminent les
pathogénes en les phagocytant, en relachant des enzymes protéolytiques et en générant des
espéces réactives de I'oxygene. lIs libérent également des médiateurs solubles permettant de
recruter des monocytes, d’autres cellules participant efficacement a la prise en charge du
pathogéne. Pendant I'étape de résolution, il y a un retrait des signaux chimioattractants,
I'efferocytose des neutrophiles restants par les macrophages ou leur retour a la circulation
sanguine et la libération de médiateurs solubles anti-inflammatoires favorisant le retour a
’'homéostasie (Chovatiya et al., 2014, Lawrence et al., 2002, Liddiard et al., 2011, Mantovani et
al., 2011).

2.2.2 L’inflammation chronique

L’'inflammation chronique est le fruit d’'une mauvaise régulation de I'étape de résolution de
linflammation aigue. Elle méne a la persistance de linfiltration de cellules telles que les
lymphocytes et les macrophages dans les tissus affectés. Elle peut notamment mener a des
Iésions tissulaires importantes, la perte de fonction et aller jusqu'a la destruction du tissu
(Chovatiya et al., 2014, David Gongalves, 2015, Lawrence et al., 2002). L’inflammation chronique
est a la source de pathologies diverses telles que des maladies auto-immunes (lupus, arthrite
rhumatoide, sclérose en plaques, maladies inflammatoires de [lintestin), des maladies
cardiovasculaires et méme certains types de cancers. L'inflammation chronique des voies
respiratoires a la suite d’expositions répétées a des allergenes volatiles peut mener a
I'établissement de maladies telles que I'asthme (Manabe, 2011, Tabas et al., 2013, White et al.,
2013).

2.2.3 Les éosinophiles : des cellules de I'inflammation

Les éosinophiles sont des cellules de 'immunité innée ne représentant qu’environ 5 % des
leucocytes sanguins. Or, leur nombre dans le sang ou dans les tissus périphériques augmente
couramment lors des infections parasitaires, lors du syndrome de Churg-Strauss, lors de certains

désordres gastro-intestinaux ou métaboliques et lors des réactions allergiques. Leur recrutement
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aux sites inflammatoires est principalement dépendant des éotaxines-1,2,3 (Fulkerson et al.,
2013, Ohnmacht et al., 2007). Les éosinophiles contiennent une panoplie de médiateurs solubles,
pouvant étre rapidement libérés lorsqu’ils sont activés. Ces médiateurs comprennent des
cytokines, des chimiokines, des médiateurs lipidiques et des protéines granulaires cytotoxiques
pouvant amorcer, amplifier et soutenir des réponses inflammatoires. La libération de ces
protéines par les éosinophiles contribue a la prise en charge des parasites pathogénes.
Cependant, si sa régulation est déficiente, elle peut induire des dommages sur les tissus
environnants (Jacobsen et al., 2007). L'implication des éosinophiles dans la pathogenése de
'asthme est bien documentée, avec une contribution particulierement marquée de I'éotaxine-3.
Ceux-ci promeuvent I'inflammation en contribuant a 'hyperréactivité et au remodelage des voies
respiratoires ainsi que dans 'augmentation de la production de mucus (Larose et al., 2015, Possa
et al., 2013).

Le dépbt de protéines granulaires sur les organes est un des signes souvent observés lors des
pathologies associées a linfiltration éosinophilique. La protéine basique majeure (MBP), la
protéine cationique de I'’éosinophile (ECP), la neurotoxine dérivée de I'éosinophile (EDN) et la
peroxydase éosinophilique (EPO) sont les quatre protéines cristallines, a forte charge positive,
se retrouvant au coeur des granules (Fulkerson et al., 2013). La MBP et 'EPO ont des effets
toxiques sur plusieurs types de cellules, telles que celles de I'épithélium des voies respiratoires
(Brottman et al., 1996) et celles du muscle cardiaque (Tai et al., 1982). Ainsi, leur déposition sur
les organes peut contribuer a I'apparition de dommages tissulaires et a la perte de fonction des
organes chez les patients atteints d’asthme ou du syndrome hyperéosinophilique. De leur céte,
'ECP et 'EDN sont associées a la défense contre les virus, a cause de leur activité ARNase, et
elles participeraient au remodelage des tissus ayant lieu pendant I'asthme ou pendant

I'cesophagite éosinophilique (Bystrom et al., 2011, Rosenberg, 2008).

Tel qu’il a été mentionné précédemment, linfiltration cellulaire ayant lieu au site de I'inflammation
est dépendante du recrutement des cellules, mais aussi du ralentissement de leur apoptose
spontanée (Simon et al., 1997). Alors, par exemple, un facteur retardant 'apoptose spontanée
des granulocytes neutrophiles, tel que les NPs d’'oxyde de zinc (Goncalves et al., 2014), peut
augmenter l'infiltration neutrophilique lors de I'inflammation. Or, la persistance des neutrophiles
au site de l'inflammation et I'activation de leur dégranulation pourraient leur permettre de libérer
plus de médiateurs solubles pendant une plus longue durée de temps. Cela favoriserait ainsi
l'induction de dommages sur des tissus sains, au lieu de se limiter aux cellules infectées (Geering

et al., 2013). Contrairement aux neutrophiles humains, il n'y a pas d’études évaluant I'effet des
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NPs d'oxyde de zinc sur les fonctions des éosinophiles humains a ce jour. De ce fait, une
meilleure compréhension de I'effet de ces nouveaux nanomatériaux sur les éosinophiles humains
sera nécessaire pour deux raisons principales. D’abord, ces cellules contiennent une variété de
médiateurs importants lors de la réponse immunitaire, mais potentiellement dangereux pour les
tissus sains si leur libération est dérégulée. Enfin, leur implication dans certaines pathologies

d’origine inflammatoire est bien documentée.
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CHAPITRE 3 : LES EOSINOPHILES

Les éosinophiles sont des cellules immunitaires de la lignée myéloide appartenant a la famille
des granulocytes. lIs sont caractérisés par leur grand nombre de granules basiques, leur donnant
une couleur rosée en microscopie optique apres coloration avec I'éosine. lls sont notamment
connus pour leur role dans la défense du corps envers les vers parasitaires. Cependant, leur réle
dans la modulation des réponses inflammatoires a été mis de I'avant au cours des derniéres
années. En effet, ceux-ci agissent aussi en tant que source d’'un grand nombre de médiateurs
solubles, dont des cytokines exacerbant les réponses inflammatoires. Dans ce chapitre, un survol
présentant les caractéristiques principales des éosinophiles sera d’abord présenté. Ensuite, leur
implication dans la santé humaine sera décrite. Enfin, les études mettant en évidence un lien

entre les nanoparticules et les fonctions des éosinophiles seront énumérées.
3.1 Que sont les éosinophiles ?

Les éosinophiles sont des cellules peu fréquentes dans la circulation sanguine, ne représentant
que d’un a trois pour cent des lymphocytes totaux chez les humains sains. Leur petit nombre a
souvent eu l'effet d’un frein sur l'intensité de leur étude. Ainsi, ils ont longtemps été simplement
caractérisés en tant que producteurs de granules cytotoxiques combattant les infections par des
vers parasites. Par contre, au cours des derniéres années, des méthodes moléculaires et des
modeéles murins ont été développés, permettant de mieux connaitre les fonctions des
éosinophiles. Dans la prochaine section, la vie de I'’éosinophile sera présentée, de sa genése au

sein de la moelle osseuse, jusqu’a sa mort par apoptose.
3.1.1 Devenir un éosinophile

Les éosinophiles sont des cellules immunitaires de la lignée myéloide, appartenant a la famille
des granulocytes. Chez 'humain, leur développement a majoritairement lieu au niveau de la
moelle osseuse. Des cellules souches hématopoiétiques exprimant le marqueur de surface CD34
sont transformées en éosinophiles matures sous l'influence d’interactions avec des cellules
résidentes telles que les cellules stromales, les monocytes, les lymphocytes T et de leurs
médiateurs solubles (Civin et al., 1984, Sergejeva et al., 2004). Une faible proportion du

développement des éosinophiles peut aussi avoir lieu dans les organes lymphoides secondaires
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tels que la rate, le thymus, et les nceuds lymphatiques (Uhm et al., 2012). Une sous-population
de cellules progénitrices commises a la différenciation en éosinophiles est formée a partir de
cellules souches hématopoiétiques sous l'effet des facteurs de transcription GATA-1, GATA-2,
des faibles niveaux de PU.1 et des niveaux élevés de C/EBPa et C/EBP¢ (lwasaki et al., 2006,
McNagny et al., 2002). Ces progéniteurs des éosinophiles expriment les récepteurs a I'lL-3, a
I'IL-5 et au GM-CSF (IL-3RA", IL-5RA*, GM-CSF-R-a", Bc*), CD34", CD38"; ont de faibles niveaux
du facteur de transcription FOG-1 et n’expriment pas le récepteur CD45RA (J. J. Lee et al., 2012).
Les progéniteurs des éosinophiles sont en aval des progéniteurs myeloides communs (cellules
négatives pour le récepteur a IL-5) et sont indépendants des progéniteurs des
granulocytes/macrophages et des progéniteurs des mégacaryocytes/érythrocytes. Les
progéniteurs des éosinophiles ne se différencient pas en neutrophiles, ni en monocytes, ni en
érythrocytes. De méme, les progéniteurs des granulocytes/macrophages ou des

mégacaryocytes/érythrocytes ne peuvent pas se différencier en éosinophiles (Mori et al., 2009).
La décision des de se commettre dans dépend principalement de

L’équilibre de l'activité des facteurs de transcription GATA-1 et FOG-1 dirige si les progéniteurs
myéloides communs vont se commettre vers la lignée des progéniteurs des éosinophiles, des
granulocytes/macrophages ou des mégacaryocytes/érythrocytes (McNagny et al., 2002). En
effet, GATA-1 est nécessaire pour la lignée des éosinophiles, alors que son absence est
nécessaire pour les deux autres (Yamaguchi et al., 1999). Lors d’études ex vivo, il a été démontré
que l'induction de I'expression de GATA-1 ou de GATA-2 chez les cellules hématopoiétiques par
un vecteur rétroviral favorise exclusivement le développement et la maturation d’éosinophiles au
détriment des autres lignées myéloides, malgré la présence dautres cytokines
lignées-spécifiques pendant la culture (lwasaki et al., 2006). Par ailleurs, GATA-2 permet de
rescaper I'éosinophilopoiése en absence de GATA-1 (Fujiwara et al., 2004, Hirasawa et al.,
2002). D’un autre cbté, l'activité de FOG-1 est régulée a la baisse chez la lignée éosinophilique
par C/EBPaq, car il y agit en tant que corépresseur de GATA-1 (Querfurth et al., 2000, Tsang et
al., 1997). La figure 3.1 résume les relations entre les diverses lignées issues des progéniteurs
myéloides communs ainsi que les principaux facteurs de transcription impliqués dans

I'éosinophilopoiése.
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Figure 3.1. Les précurseurs des éosinophiles et facteurs de transcription impliqués dans I’éosinophilopoiése
humaine. Tiré avec autorisation de (Acherman et al., 2013)

Les progéniteurs des éosinophiles n’ont pas encore acquis la morphologie caractéristique des
éosinophiles matures, cependant, ils expriment déja des ARN messagers codant pour des
protéines clés des cellules différentiées, telles que 'EPO ou la MBP-1. Les cytokines IL-3, IL-5 et
GM-CSF régulent la prolifération des progéniteurs des éosinophiles ainsi que leur différenciation
finale dans la moelle osseuse (Lopez et al., 1986, Rothenberg et al., 1988, Takatsu et al., 1994).
Celles-ci demeureront fondamentales pour la modulation du recrutement, de I'activation et de la
survie des éosinophiles matures. L'IL-5, provenant des lymphocytes T auxiliaires de type 2 et des
mastocytes, est la cytokine majeure pour la lignée éosinophilique (Sanderson, 1992, Stone et al.,
2010, Takatsu et al., 1988), alors que I'lL-3 et le GM-CSF ont des effets sur d’autres lignées de
cellules hématopoiétiques (Lantz et al., 1998, Y. Shi et al., 2006). L’IL-5 est essentielle pour
I'expansion et le recrutement d’éosinophiles de la moelle osseuse en réponse a I'exposition a un
antigéne. Elle contribue aussi a la régulation a la hausse de leur expression du récepteur a
I'éotaxine, une chimiokine clé lors de leur recrutement (Kouro et al., 2009). La surexpression de
I'lL-5 chez la souris induit 'hyperéosinophilie et son expression est nécessaire et suffisante au
développement d’une inflammation éosinophilique pour répondre, par exemple, a une infection
parasitaire (L. A. Dent et al., 1999, Lindsay A Dent et al., 1990). De méme, son inactivation chez
la souris empéche cette méme inflammation éosinophilique en réponse aux parasites.
Cependant, I'expression de I'lL-5 n’est pas nécessaire au maintien d’'un nombre normal

d’éosinophiles dans la moelle osseuse en état homéostatique (Maizels et al., 2004).
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Les cellules progénitrices commises vers la différenciation en éosinophiles passent par trois
intermédiaires morphologiques avant d’acquérir leur forme finale. Ainsi, les myélocytes
éosinophiliques deviennent des métamyélocytes éosinophiliques, puis des cellules a bande
éosinophiliques et deviennent finalement des éosinophiles a noyau segmenté. Cette derniére
morphologie caractéristique correspond a celle des éosinophiles matures, tels qu'observables

par microscopie dans le sang et dans les organes humains (Bell, 1957, Uhm et al., 2012).

3.1.2 Morphologie caractéristique

Les éosinophiles sont des cellules faciles a distinguer par simple observation microscopique
aprés coloration a 'hématoxyline et a I'éosine. lls ont une grande quantité de granules basiques
secondaires interagissent fortement avec I'éosine, un colorant acide, leur donnant une couleur
rose. De plus, elles ont un noyau polylobé formé de chromatine condensée, un systéme
vésiculaire développé, des gouttelettes lipidiques et un faible nombre de granules primaires,

contenant des cristaux de la protéine de Charcot-Leyden (Dvorak et al., 2000).

La composition des granules éosinophiliques est caractéristique. Elles ont un noyau central
cristallin entouré par une membrane trilaminaire (Muniz et al., 2012). Les granules contiennent et
sécrétent un grand nombre de protéines préformées, principalement L'ECP, 'EPO, 'EDN ou la
MBP-1 et 2 ainsi divers médiateurs solubles. Alors que la MBP-2 et 'EPO sont seulement
exprimées chez les éosinophiles, 'lECP et 'EDN sont faiblement exprimées chez d’autres cellules
immunitaires (Acharya et al., 2014). Les granules contiennent des compartiments vésiculo-
tubulaires, dont les contenus peuvent se réarranger et se ségréguer afin de permettre une
libération contrdlée spécifique de médiateurs en réponse aux stimuli. De plus, ce ne sont pas
toutes les granules qui libérent leur contenu en méme temps, contribuant ainsi au relachement
de la bonne protéine en réponse aux signaux fournis par I'environnement (Gervais et al., 2001,
R. C. Melo et al., 2009).

Lorsque les éosinophiles sont en repos, leurs granules sont pleines et elles maintiennent une
forme ronde. L’activation des cellules par d’agonistes classiques tels que 'éotaxine ou le PAF
met en branle la dégranulation fragmentée. Celle-ci est dépendante du systéme vésiculaire et est
caractérisée par une libération graduelle de leur contenu (Dyer et al., 2010, Erjefalt et al., 2001).
Une étude menée sur des volontaires avec des allergies saisonniéres a démontré qu’aprés
exposition au pollen, le pourcentage d’éosinophiles portant des signes de dégranulation passe

de 37 % a 87 % (Ahlstrom-Emanuelsson et al., 2004). Les protéines entreposées dans les
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granules peuvent aussi se retrouver dans le milieu extracellulaire a la suite de la cytolyse des
éosinophiles. Celle-ci est surtout caractérisée par la présence de granules intactes toujours liées
a de la membrane d’éosinophiles nécrotiques. Ces granules intactes peuvent agir en tant
gu’organelles sécrétoires indépendantes capables de répondre a divers stimuli via des récepteurs
membranaires a leur surface (Neves et al., 2008). La libération de protéines granulaires peut
aussi étre effectuée par exocytose. Celle-ci a lieu lorsque les granules fusionnent avec la
membrane cellulaire pour ensuite libérer leur contenu. Elle est plutot rare dans des contextes
inflammatoires, mais elle serait possible lorsque les éosinophiles interagissent avec des cibles

plus grandes, telles que des vers parasites (Bandeira-Melo et al., 2005).

Les granules éosinophiliques comptent sur un systéme vésiculaire fortement développé. Cela
permet leur libération efficace lors de divers processus immunitaires. Ce systéme est fondamental
pour le transport des protéines d’origine granulaires vers la membrane cellulaire lors de la
dégranulation (Bandeira-Melo et al.,, 2005). Le systéme vésiculaire éosinophilique a une
morphologie unique, ou des petites vésicules rondes classiques (diamétre de 50 nm) sont
complémentées par de grandes veésicules tubulaires dénommées les vésicules sombrero
éosinophiliques (VSE). Ces grandes structures, ayant un diamétre de 150 a 300 nanomeétres,
ressemblent a des chapeaux mexicains lorsqu’observées sous microscopie électronique,
puisqu’elles ont un centre composé de cytoplasme et un rebord composé de membrane
vésiculaire (R. C. Melo et al., 2005). Elles sont fréquemment observées prés de ou attachées a
des granules sécrétoires et par ailleurs le nombre de VSE attachées aux granules augmente
considérablement aprés stimulation avec I'éotaxine. De plus, leur nombre par cellule augmente
chez les éosinophiles activés, tels que ceux des patients atteints du syndrome
hyperéosinophilique (R. C. Melo et al., 2008). Ces vésicules particuliéres seraient des sources
extragranulaires de MBP-1, permettant une libération rapide de petites quantités de cette protéine
en réponse a des stimuli ponctuels sans pour autant mettre en branle tout le processus de
dégranulation (R. C. Melo et al.,, 2009). De plus, leur ratio surface/volume leur permet de
transporter les protéines associées aux membranes de fagon plus efficace (R. C. Melo et al.,
2008, Spencer et al., 2014).

Le cytoplasme des éosinophiles contient des gouttelettes lipidiques de forme ronde et trés dense
en électrons sous microscopie électronique. Celles-ci ont tendance a s’associer avec le réticulum
endoplasmique et aux ribosomes des cellules. Ces structures sont composées d’un noyau
lipidique neutre, entouré d’'une monocouche de phospholipides ainsi qu’un systéme membranaire

(R. C. N. Melo et al., 2014). Les gouttelettes lipidiques sont formées lorsque la cellule est activée
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et sont importantes pour la synthése de médiateurs lipidiques tels que les leucotriénes ou les
prostaglandines (Wan et al.,, 2007). Par ailleurs, leur taille augmente aprés activation avec
d’agonistes classiques ou in vivo en réponse a des allergénes (Bozza et al., 1997). Diverses
enzymes impliqués dans la synthése des médiateurs lipidiques et d’autres protéines se retrouvent
associés a l'assemblage de phospholipides ou au systéme membranaire des gouttelettes
lipidiques (Bozza et al., 2007). Par ailleurs, il est proposé qu’il y existe méme un niveau de

synthése protéique compartimentée (Bozza et al., 1996).
3.1.3 Marqueurs de surface

Les éosinophiles expriment une panoplie de molécules a leur surface participant aux fonctions
effectrices de la cellule. Celles-ci comptent des récepteurs de cytokines/chimiokines, des
molécules d’adhésion, des senseurs de I'immunité innée, des récepteurs Fc et des protéines
impliquées dans la présentation antigénique. Ces protéines permettent aux éosinophiles de
capter les signaux présents dans son environnement et de répondre adéquatement en
conséquence. Les récepteurs de cytokines sont nécessaires tout au long de la vie de la cellule.
lls interviennent lors de leur prolifération, leur différenciation, leur maturation, leur transit et leur

activation.

D’abord, les éosinophiles expriment évidemment les récepteurs pour I'lL-3, I'lL-5 et le GM-CSF,
étant donné que celles-ci leur sont essentielles. lls expriment aussi les récepteurs pour l'interféron
gamma (IFN-y), le TNF-q, I'lL-17, I'lL-21, le CD124, CD132 et le CD129 (Cheung et al., 2008,
Hogan et al., 2008). L’activation des éosinophiles par I'lL-5 régule a la hausse I'expression des
récepteurs de chemokines CCR5, CCR6, CCR8, CXC-R3 et CXC-R4. Ceux-ci permettent de
recevoir des signaux chimiotactiques donnés par des molécules telles que les éotaxines 1, 2 ou
3 (Hogan et al., 2008). Enfin, les éosinophiles possédent aussi les récepteurs pour le
leucotriéne B4 (BLT1 receptor), le cystéinyl-leucotriene (CysLT12) et pour la prostaglandine D2
(DP3 receptor). A ce jour, leur réle chez les éosinophiles n’a pas encore été totalement élucidé.
Cependant, il a été démontré chez d’autres cellules que ces médiateurs lipidiques modulent la
chimiotaxie. De plus, il a été observé que l'utilisation d’'un antagoniste du cystényl-leucotrieéne
récepteur 1 réduit 'éosinophilie sanguine et pulmonaire (Becler et al., 2002). Ceci a également
été observé chez des souris dont le récepteur pour le leucotriéne B4 a été inactivé (Tager et al.,
2000).
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Les éosinophiles activés nécessitent I'expression de diverses molécules d’adhésion lors de leur
périple quiles méne de la moelle osseuse vers le site d’infections ou d’'inflammation. Par exemple,
pour traverser I'endothélium vasculaire ils accomplissent des étapes de roulement et attachement
faible, d’attachement ferme, et d’extravasation. Pour ce faire, ils expriment a leur surface les
CD15s, CD62L et CD162, impliqués dans l'attachement faible a I'endothélium vasculaire. lls
expriment aussi les intégrines CD11a/CD18, CD11b/CD18, CD11¢/CD18, CD11d/CD18 et
CD49d/ITGB7 (sous-unité B7). Celles-ci permettent 'adhésion des éosinophiles a I'endothélium
via des interactions avec les CD50, CD54, CD62P, CD102 et CD106 ou la molécule d’adhésion
cellulaire adressine des muqueuses vasculaires-1 (MAJCAM-1). Les éosinophiles portent
également le CD31, le CD50 et le CD54 (Hogan et al., 2008).

Etant donnée leur implication dans la réponse de premiére ligne, il est attendu que les
éosinophiles humains expriment une panoplie de senseurs de I'immunité innée. Ceux-ci agissent
en majorité en tant que récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires, permettant aux
cellules d’étre activées directement par des PAMPs ou DAMPs (Kvarnhammar et al., 2012). Les
récepteurs activés par des protéinases, tels que PAR-2, permettent I'activation des éosinophiles

en réponse a des allergénes, dont le pollen ou des acariens (Miike et al., 2001).

Les récepteurs de type Toll (TLR) permettent I'activation des éosinophiles, 'augmentation de
I'expression de certaines protéines membranaires, la libération d’espéces réactives de I'oxygéne,
de cytokines, de chimiokines ou de protéines membranaires de fagon spécifique selon le type de
ligand rencontré. Il a été démontré que les TLR 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7/8 sont exprimés par les
éosinophiles (C. K. Wong et al., 2007). Parmi ceux-ci, les TLR 3, 4 et 8 semblent avoir les activités
les plus élevées. Pour leur part, I'activité des TLR 2 et 4 semble étre inductible. Par exemple,
I'activation des éosinophiles médiée par le TLR 2 est nécessaire a la production d’espéces
réactives de I'oxygéne en plus de la libération d’EPO et d’a-défensine en réponse a I'activation
par le lipomannan, une composante de la membrane des mycobactéries. La sécrétion de ces
meédiateurs solubles a par ailleurs contribué a la diminution de la croissance des mycobactéries
(Driss et al., 2009).

Certains DAMPs, tels que le «high mobility group protein B1» HMGB1, les cristaux d’acide urique
ou la galectine-3 attirent et activent les éosinophiles (Kobayashi et al., 2010). Ceux-ci sont
principalement libérés par des cellules nécrotiques ou par des tissus endommageés (Lotfi et al.,
2009). La galectine-3 est reconnue par le récepteur CD66b, exprimée en grande quantité sur la
surface des éosinophiles et contribue a la régulation de leur adhésion et de leur activation (Yoon
et al., 2007).
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Un dernier type de récepteur impliqué dans la reconnaissance de motifs moléculaires des
éosinophiles est le complexe TCRyd/CD3. Celui-ci est similaire a celui des lymphocytes Ty9,
mais il est exprimé a de plus faibles proportions et il posséde un répertoire de recombinaisons
plus limité. Son expression est tres hétérogéne, mais il serait tout de méme important a la défense
contre les mycobactéries et les tumeurs médiée par les éosinophiles (Gatault et al., 2012,
Legrand et al., 2009).

Des récepteurs pour des immunoglobulines sont fréquents a la surface des éosinophiles
humains. lls possédent les récepteurs pour les IgA (CD89), les IgE (FceRlI), les IgG (CD32), ainsi
que des récepteurs inductibles par des agents chimiotactiques pour les IgG (CD16 et CD64)
(Kaneko et al., 1995, Kim et al., 1999, Tanaka et al., 1995, Van Dijk et al., 1996). La liaison d'IgA
et d’lgG sur leur récepteur induit leur dégranulation et leur production d’ions superoxydes (Muraki
et al., 2011). Des récepteurs de haute affinité envers les IgE sont exprimés chez les éosinophiles
de patients hyperéosinophiliques. Ceux-ci induisent leur dégranulation et participent a leur
cytotoxicité envers le parasite S. mansoni (Gounni et al., 1994). De plus, le niveau d’expression
des ARNm codant pour ces récepteurs d’IgE de haute affinité est augmenté chez les éosinophiles
de lavages broncho-alvéolaires de patients asthmatiques, comparativement a celui de volontaires

sains (Rajakulasingam et al., 1998).

Il y a dans la littérature des évidences croissantes de I'implication des éosinophiles en tant que
cellules présentatrices d’antigénes. De ce fait, ils expriment les protéines du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe deux (CMHII) ainsi que les protéines costimulatrices CD80, CD86
et CD40, nécessaires a 'activation et a la prolifération des lymphocytes T (Padigel et al., 2006,
Pozo et al., 1992, H. Z. Shi, 2004). Par ailleurs, I'expression du CMHII peut étre régulée a la
hausse aprés stimulation avec I'agoniste classique GM-CSF. Des éosinophiles chargés avec
lantigéne ovalbumine ont été en mesure dinduire des marqueurs d’activation
(augmentation de CD69), la prolifération et la libération d’IL-4 par les lymphocytes T dans une
étude menée chez la souris (H. B. Wang et al., 2007). La capacité des éosinophiles d’agir en tant
que cellules présentatrices d’antigénes pouvant initier et amplifier les réponses inflammatoires en
réponse a des antigénes inhalés serait un indice de leur implication en tant que cellules

régulatrices des réponses immunitaires de type Th2.

Les récepteurs de la famille CD244 sont surtout fréquents chez les cellules NK et sont
principalement impliqués dans la régulation de leur activité cytotoxique (Mathew et al., 2009).
Cependant, leur expression et leur activité chez les éosinophiles ont aussi été mises en évidence.

L’engagement de ce récepteur chez les éosinophiles par des ligands tels que le CD48 induisent
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la libération d’IL-4, IFN-y et la dégranulation d’EPO. Etant donné que I'expression du CD48 est
élevée chez les éosinophiles de patients asthmatiques et qu’elle peut étre régulée a la hausse
par I'lL-3, ces cellules pourraient s’activer entre elles pour induire la sécrétion de médiateurs
solubles (Munitz et al., 2006a). Les éosinophiles dont le CD244 est engagé sont aussi en mesure
d’effectuer de la lyse tumorale. En effet, ils ont des effets cytotoxiques sur des cellules d’une
lignée de lymphome aux cellules B positive pour le virus Epstein-Barr, dont I'expression du CD48
est élevée (Munitz et al., 2005).

Les récepteurs présents a la surface des éosinophiles ne participent pas qu’a leur activation par
des médiateurs solubles. |l existe aussi des récepteurs pouvant inhiber leurs fonctions cellulaires.
Deux classes de récepteurs inhibiteurs ont été définies chez les éosinophiles. D’un c6té, certains
inhibent leur différenciation, leur prolifération et leur survie. Le récepteur Siglec-8 fait partie de
cette premiére classe. Son activation induit I'apoptose des éosinophiles en favorisant la
production d’espéces réactives de I'oxygéne ainsi que l'induction des caspases. Cette induction
de l'apoptose est assez forte, car elle a lieu méme en présence d’activateurs de la survie des
éosinophiles tels que le GM-CSF et I'lL-5 (Nutku et al., 2003). Un autre récepteur de la méme
classe est le CD300a. Celui-ci diminue la survie des éosinophiles en inhibant les signaux du
GM-CSF et de I'lL-5 (Munitz et al., 2006b). D’'un autre c6té, certains récepteurs inhibent leur
migration. Le récepteur couplé aux protéines G (RCPG) CCR3 appartient a cette deuxiéme classe
de récepteurs. Celui-ci agit en tant que récepteur de I'éotaxine et est normalement associé a
linduction de la chimiotaxie des é&osinophiles. Cependant, lorsqu’il est engagé par la
chimiokine CXCL9, il induit des cascades inhibitrices et entrave plutét la chimiotaxie (Fulkerson
et al., 2004)

3.1.4 Trafic cellulaire

Tel qu’il a été décrit précédemment, I'éosinophilopoiése a lieu au niveau de la moelle osseuse.
Les éosinophiles matures sont par la suite recrutés dans des organes divers, tels que l'intestin,
la rate et les organes lymphoides. lIs peuvent aussi étre recrutés dans d’autres organes, tels que
les poumons et I'cesophage, en présence de conditions inflammatoires (Ohnmacht et al., 2007).
Cela met en évidence I'importance de la régulation de leur fonction chimiotactique. Cette
régulation est dépendante de la combinaison des chimiokines présentes dans I'environnement,
des molécules d’adhésion responsables de I'adhésion des éosinophiles sur I'endothélium
vasculaire et des récepteurs de chimiokines et de molécules d’adhésion présents a la surface

des éosinophiles.
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L’adhésion des éosinophiles sur I'endothélium vasculaire débute par I'étape de roulement et
attachement faible. Celle-ci est médiée par l'interaction de leur PSGL-1 avec la P-sélectine des
cellules endothéliales ou de leur intégrine a4f31 avec la VCAM-1 sous I'activation de chimiokines
telles que I'éotaxine (Johansson et al., 2011, Symon et al., 1996). Par la suite, des cytokines
telles que I'lL-5 augmentent I'affinité des intégrines de la famille 2, leur permettant de se lier a
'ICAM-1 des cellules endothéliales et d’établir un attachement fort sur 'endothélium vasculaire
(Seminario et al., 1997). Lorsque I'attachement fort est établi, les intégrines a4B1 se détachent
de la VCAM-1, permettant la continuation de la transmigration éosinophilique. Effectivement,
linhibition du détachement des intégrines de la famille B1 empéche I'extravasation des
éosinophiles (Myo et al., 2004). L’adhésion de forte affinité sur les cellules endothéliales y
déclenche des cascades signalétiques ayant pour effet de générer des espaces intercellulaires
étroits, par lesquelles les éosinophiles peuvent traverser vers |'espace extravasculaire.
L’extravasation transcellulaire (a travers une cellule endothéliale) est aussi possible lorsque les
concentrations de médiateurs solubles sont trés élevées (Kita, 2011). Les nombreuses
interactions cellule-cellule ayant lieu pendant I'attachement des éosinophiles sur I'endothélium
vasculaire induisent I'activation de ces granulocytes. Ainsi, ils effectuent une flambée oxydative
et ils produisent davantage de leucotriene C., d’EPO et ’EDN (Munoz et al., 1999). Les étapes
de I'extravasation des éosinophiles et les protéines impliquées sont illustrées en plus grand détail

dans la figure 3.2
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Figure 3.2. Les étapes de I’extravasation des éosinophiles vers le site inflammatoire et les protéines
impliquées. Tiré avec autorisation de (Rao et Sriramarao 2013).
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Lors des processus inflammatoires, I'expression des molécules d’adhésion a la surface des
cellules endothéliales peut étre modulée en réponse a divers stimuli provenant du tissu enflammé.
Ceux-ci comprennent des cytokines (IL-4, IL-13, TNF-a), des niveaux d’espéces réactives de
I'oxygéne élevés, un flux sanguin perturbé ou l'induction de TLRs. De plus, les cellules du tissu
enflammé et de I'épithélium vasculaire libérent des chimiokines (RANTES, éotaxine, MCP-1,4)
augmentant [l'affinité des molécules d’adhésion des éosinophiles et dirigeant leur
migration (Inomata et al., 2009, Patel, 1998). Ces chimioattractants signalent généralement via
des RCPG de la famille Gai. Lorsqu’elles sont activées, les protéines de la famille Ga; activent
des kinases de la famille Src telles que les tyrosine-protéine kinases kinase des cellules
hématopoiétiques (HCK) et proto-oncogéne félin Gardner-Rasheed (FGR). Celles-ci
participeraient au remaniement rapide du cytosquelette nécessaire a la chimiotaxie. De leur coté,
les sous-unités GRy activent la phospholipase C béta et favorisent la production d’inositol
triphosphate (IP3) ainsi que 'augmentation de la concentration en calcium intracellulaire. Celle-ci
favorise a son tour la polymérisation de I'actine nécessaire a la chimiotaxie (Kampen et al., 2000).
La phosphorylation et I'activation des kinases de la famille MAPK en réponse aux ligands du
CCRa3 a aussi été documentée. La chimiotaxie induite par I'éotaxine est par ailleurs dépendante
de leur activation (EI-Shazly et al., 1999).

3.1.5 Fonctions sécrétoires

La capacité des éosinophiles de libérer des médiateurs solubles dans leur environnement en
réponse a des stimuli spécifiques est bien documentée (Davoine et al., 2014). Les médiateurs
solubles en question sont soit synthétisés de novo, soit entreposés dans des vésicules ou des
granules a partir desquels ils seront libérés (Levi-Schaffer et al., 1995). D’abord, la synthése
constitutive ou inductible ARNm codant pour des cytokines telles que le GM-CSF, I'lL-183, I'lL-8
ou le TGF-( a été mise en évidence (Elovic et al., 1994, Esnault et al., 2012, Esnault et al., 2002,
Yousefi et al., 1995). La stabilisation de ces ARNm par diverses protéines a également été
étudiée. Par exemple, la protéine Pin1 favorise la stabilité de TARNm codant pour le TGF-f3 et
régule sa production par des éosinophiles humains in vivo et in vitro. L’activité de la protéine Pin1
est a son tour régulée par la protéine kinase C alpha et par la protéine phosphatase 2A (Shen et
al., 2008). Il n’a pas encore été élucidé si la synthése de novo d’ARNm a pour but de les maintenir
a un niveau intracellulaire stable, de contribuer a la production de nouvelles cytokines a libérer
ou de produire des cytokines pour refaire les stocks ayant été entamés a la suite d’'une

dégranulation fragmentée, donc des études complémentaires seront nécessaires.
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La majorité de la synthése des médiateurs solubles éosinophiliques a lieu pendant leur
différenciation dans la moelle osseuse. Les protéines produites sont par la suite emmagasinées
dans des granules ou des vésicules sécrétoires. Ainsi, étant donné que les cellules matures ont
déja effectué les étapes de transcription et de traduction protéique, elles peuvent libérer leur
contenu a lintérieur de quelques minutes en réponse a des stimuli spécifiques. Ceux-ci
comprennent des cytokines IFN-y et TNF-a ou la chimiokine éotaxine. Il a été démontré que des
concentrations d’'IL-4, d’IL-6, d’IL-10, d’IL-12, d’IL-13, d’IFN-y ou de TNF-a plutét stables a travers
les donneurs étaient présentes dans les granules des éosinophiles. De plus, les vésicules
sécrétoires contiennent aussi de I'lFN-y et de I'lL-4, en plus de la MBP1, du RANTES, du TGF-
(Spencer et al., 2009).

Il 'y a trois mécanismes par lesquels les éosinophiles procédent a la dégranulation. lls
comprennent la dégranulation fragmentée, I'exocytose classique et la cytolyse. La dégranulation
fragmentée est le type de dégranulation le plus fréequemment observé chez les éosinophiles sur
les coupes histologiques. Celle-ci est caractérisée par la libération directe de petites quantités de
protéines d’origine granulaire vers I'extérieur de la cellule. Ce type de dégranulation se fait via les
vésicules sécrétoires typiques de type EoSV (R. C. Melo et al., 2008). De plus, sous microscopie
électronique, plusieurs interactions vésicules-granules sont visibles. Les éosinophiles demeurent
viables au cours de la dégranulation fragmentée. Ainsi, ils peuvent répondre rapidement et de

fagon adéquate selon les stimuli présents dans leur environnement (Crivellato et al., 2003).

L’exocytose classique est caractérisée par la fusion des granules entiéres sur la membrane
cellulaire, ainsi la totalité du contenu granulaire est libérée dans le milieu extracellulaire en méme
temps (McLaren et al., 1977). Les exemples d’exocytose classique observés in vivo sous des
conditions physiologiques sont limités. Or, il a été possible d’observer des évidences de fusion
granule-granule et granule-membrane cellulaire lors des interventions directes des éosinophiles
pour tuer certains vers parasitaires. Les fusions entre granules et le déversement de leur contenu
entier permettraient de concentrer localement les protéines dans le but d’accentuer leurs effets

cytotoxiques envers les parasites (Hafez et al., 2003).

La cytolyse est un dernier type de dégranulation, au cours de laquelle tout le contenu cellulaire
est déversé et déposé sur les tissus environnants. Celle-ci entraine inévitablement la mort de
I'éosinophile. Etant donné que les granules se retrouvent intactes dans le milieu extracellulaire,
celles-ci conservent leur membrane granulaire. Elles retiennent ainsi une capacité de fonctionner
extracellulairement. En effet, elles peuvent procéder a la sécrétion de protéines cationiques et de

cytokines en réponse a des stimuli spécifiques (Neves et al., 2008, Persson et al., 2013).
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Les éosinophiles traversant I'épithélium vasculaire lors d’'une réponse allergique sont activés. Le
niveau en cytokines nécessaire a induire leur dégranulation s’en retrouve diminué. Ainsi, ils ont
des capacités sécrétoires augmentées, comparativement aux éosinophiles sanguins (Dallaire et
al., 2003). De plus, il y a des concentrations élevées d’IL-5, de GM-CSF et de TNF-a dans les
voies respiratoires lors des réactions allergiques (Ferreira, 2003). Par conséquent, un effet
synergique entre les signaux activant les éosinophiles et les sighaux induisant leur dégranulation
est possible. Alors, les éosinophiles ayant atteint les voies respiratoires lors des réactions
allergiques pourraient exhiber une dégranulation augmentée. Par exemple, la libération d’'IL-4
induite par I'éotaxine et stimulée par I'lL-5 est détectée a partir de 5 minutes post-stimulation
(Bandeira-Melo et al., 2005, R. C. Melo et al., 2005).

3.1.6 Production d’espéces réactives de I’'oxygéne

Alors que la plupart de molécules possédent des paires d’électrons dont les spins sont opposés
sur leurs couches électroniques, les radicaux libres sont des espéces viables ayant au moins un
électron non apparié. Celles-ci sont trés réactives, car leurs électrons non appariés tentent
d’interagir avec d’autres molécules afin de stabiliser 'espéce radicale en s’appariant. L’'oxygéne
moléculaire, ses métabolites (peroxyde d’hydrogéne) et les radicaux libres dérivés (anion
superoxyde, radical hydroxyle) sont fréquents dans les systémes biologiques. Ceux-ci sont
importants dans des fonctions biologiques comprenant la défense contre les pathogénes (Apel et
al., 2004). En effet, I'activité bactéricide des neutrophiles envers les pathogénes phagocytés
repose en partie sur leur systéme d’oxydase NADPH-dépendante membranaire produisant des

radicaux superoxydes de fagon efficace (Closa et al., 2004).

Les cellules comptent sur des sources variées de ROS. Par exemple, de 1 a 5 % des molécules
d’'oxygéne participant a la phosphorylation oxydative deviennent des intermédiaires toxiques au
lieu d’étre réduites en eau (Turrens et al., 1991). De plus, une forme de I'oxydase xanthine
oxydoréductase utilise 'oxygéne plutét que le NAD" en tant qu’accepteur d’électrons lors de
l'oxydation de I'hypoxanthine en xanthine ou de l'oxydation de la xanthine en acide urique,
générant ainsi des radicaux superoxydes (C. E. Berry et al., 2004). Lorsque des especes telles
que le radical hydroxyle interagissent avec des composantes cellulaires, ils induisent la formation
de radicaux secondaires puis tertiaires, déclenchant ainsi une cascade oxydative. Celle-ci induit
des dommages cellulaires tels que des brisures d’ADN, la peroxydation de lipides membranaires
ou la perturbation de la fonction de protéines (Aldridge, 2002, Closa et al., 2004, Hybertson et al.,
2011).
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La cellule compte sur certains mécanismes pour piéger les ROS et se protéger des dommages
gu’elles générent. Ces mécanismes incluent les enzymes a activité antioxydante telles que la
superoxyde dismutase, la catalase et la glutathionne peroxydase. D’autres antioxydants tels que
I'acide ascorbique, 'a-tocophérol et le glutathionne contribuent également a la protection envers
les dommages oxydatifs (Irshad et al., 2002). Enfin, les éléments métalliques ayant un potentiel
redox actif sont maintenus liés a des protéines (ex. le fer sur la transferrine) (Aust et al., 1985).
Toutefois, lorsque les ROS sont trop abondantes, elles dépassent la capacité des systémes de
protection de la cellule et induisent un état de stress oxydatif cellulaire. La cellule tente alors de
réparer les dommages ayant été induits sur ses protéines ou ses structures. Or, si ceux-cCi

s’averent trop importants, la cellule entre en apoptose (Finkel, 2003).

La flambée oxydative, caractérisée par la production de ROS telles que I'anion superoxyde, le
peroxyde d’hydrogéne et I'anion hydroxyle, est une fonction importante lors des processus
immunitaires. 1l permet de tuer les pathogénes ayant été captés par les phagocytes
professionnels tels que les neutrophiles ou les macrophages. Il est largement dépendant de
I'activation de 'oxydase NADPH-dépendante chez la majorité des cellules immunitaires. Chez les
éosinophiles, la sous-unité cytochrome bsss (composé des p22°"* et gp91P"®) activée de
'enzyme gagne la membrane cellulaire et s’associe avec Rac ainsi qu’avec p47°" et p67°"
phosphorylées (DelLeo et al., 1996, Lacy et al., 2003). La localisation membranaire de I'oxydase
NADPH-dépendante chez les éosinophiles leur permet de produire des anions superoxydes
extracellulaires de fagon trés efficace. Elle en produirait jusqu’a dix fois plus que chez les
neutrophiles; des cellules au sein desquelles 'enzyme demeure granulaire ou cytosolique et dont
I'anion superoxyde produit demeure majoritairement intracellulaire (Kobayashi et al., 1998). Il est
a noter que la quantité de ROS totales générées par I'enzyme demeure semblable chez ces deux
granulocytes (DeChatelet et al., 1978). La production préférentielle de ROS extracellulaires par
les éosinophiles serait compatible avec leur réle de défense contre les vers parasitaires dont la
taille est plus grande. De plus, méme s’ils peuvent phagocyter des bactéries, leur capacité
cytotoxique est déficiente. Au contraire, les neutrophiles phagocytent et tuent les
microorganismes pathogénes trés efficacement, en accord avec leur production préférentielle de

ROS intracellulaires (Someya et al., 1997).

Des études in vitro ont démontré que la libération de ROS par les éosinophiles pourrait étre induite
par des chimiokines telles que I'éotaxine et qu’elle serait potentialisée par des cytokines telles
que I'lL-5, deux médiateurs solubles dont la présence est augmentée dans les voies respiratoires

de patients avec des allergies respiratoires ou asthmatiques (Sannohe et al., 2003). Des études
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menées sur ces types de patients ont démontré que leurs éosinophiles libérent des quantités de
ROS extracellulaires supérieures a celles libérées par les cellules des volontaires sains
(Lavinskiene et al., 2015). D’autres études auraient aussi démontré que les ROS agiraient en tant
que messagers cellulaires. En effet, ils seraient en mesure de moduler 'activation de facteurs de
transcription tels que le NFkB ou I'activateur de I'apoprotéine 1. Ainsi, ils réguleraient 'expression
de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-6, I'lL-8, ou le TNF-a et des molécules d’adhésion
impliquées dans la réponse inflammatoire, telles que le CD11b et le CD18 (Law et al., 2013).
Considérant que les patients allergiques ou asthmatiques ont souvent un nombre d’éosinophiles
pulmonaires élevés, que leurs éosinophiles produisent davantage de ROS et que les ceux-ci sont
en mesure de réguler a la hausse I'expression de médiateurs solubles pro-inflammatoires, les
éosinophiles seraient des puissants agents pro-inflammatoires. Alors, les agents thérapeutiques
ciblant ces cellules représentent alors des stratégies logiques pour le traitement de ces maladies

d’origine inflammatoire (Barnes, 1990, Teresa Ramirez-Prieto et al., 2006)
3.1.7 L’équilibre entre la survie et la mort des éosinophiles

Le renouvellement des éosinophiles chez les individus sains est rapide; environ 33 % sont
remplacés quotidiennement. Apres leur sortie de la moelle osseuse, ils migrent vers la rate ou le
foie ou ils vivent pour quelques jours sous I'effet de cytokines favorisant leur survie, telles que
I'IL-5 ou le GM-CSF (Fulkerson et al., 2013). Lors de l'inflammation des voies respiratoires, ayant
lieu chez les patients allergiques aux particules volatiles ou chez les asthmatiques, les
éosinophiles sont recrutés et activés en grand nombre. Cette activation augmente leur survie
jusqu’a quelques semaines et leur permet de déverser des médiateurs solubles, des protéines
granulaires et des ROS, ayant tous des effets potentiellement délétéres sur les fonctions
respiratoires des patients (Shen et al., 2015). Etant donné que la survie des éosinophiles du
sputum de ces types de patients est augmentée et que les effets pro-inflammatoires néfastes
sont bien documentés, des stratégies thérapeutiques cherchant a diminuer leurs signaux
prosurvie et d’augmenter leur apoptose ont été développées et utilisées avec succés (Akdis,
2012, Park et al., 2010). Ceci met en évidence I'importance de la régulation stricte de I'apoptose
des éosinophiles pour le maintien de 'homéostasie. Les signaux prosurvie doivent étre favorisés
sous conditions inflammatoires, afin de prendre en charge les agents pathogénes, dont les vers
parasitaires. Ensuite, les signaux proapoptotiques doivent étre régulés a la hausse, pour ainsi

favoriser la résolution de 'inflammation et le retour a I'état homéostatique (Simon, 2009).
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La survie des éosinophiles est favorisée par les cytokines classiques IL-3, IL-5 et GM-CSF.
Celles-ci sont produites par les cellules épithéliales et par les cellules immunitaires au site de
linflammation. Elles peuvent aussi étre produites de fagon autocrine par les éosinophiles.
D’autres cytokines dont le TNF-a, I'lL-33 et I'lFN-y, des ligands des TLR 7, 8 et 9 dont 'ARN et
I'ADN bactériens ou viraux et des hormones telles que la leptine régulent aussi a la hausse la
survie des éosinophiles (Shen et al., 2015). La liaison de ces agonistes sur leurs récepteurs active
les voies de signalisation des MAPK, de JAK-STAT et de la PI3K. Ces kinases induisent par la
suite I'activation du facteur de transcription NF-kB (Temkin et al., 2001), 'augmentation de
I'expression protéique de membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (principalement Bcl-xL),
la diminution de Il'expression protéique de membres proapoptotiques de la famille Bcl-2

(principalement Bax) et une diminution du clivage de la protéine Bid (Simon, 2009).

L’apoptose est une mort cellulaire programmée a faible potentiel inflammatoire. Elle est
notamment impliquée dans le développement des organismes et dans la défense contre les
pathogénes, pour favoriser I'élimination des cellules endommagées ou infectées sans induire de
dommages collatéraux au niveau des tissus environnants. Elle est caractérisée en microscopie
par la diminution du volume cellulaire, la condensation nucléaire et la création de corps
apoptotiques. Ceux-ci sont des petits assemblages d’organelles et de fragments de chromatine
entourés par des membranes intactes. Les corps apoptotiques sont rapidement phagocytés par
des macrophages et digérés dans leurs phagolysosomes (Elmore, 2007). Ainsi, I'apoptose
empéche le déversement du contenu cellulaire vers le milieu extracellulaire. Ceci est
particulierement important pour des cellules immunitaires telles que les neutrophiles ou les
éosinophiles, considérant qu’ils possedent un large éventail de protéines au potentiel cytotoxique

et pro-inflammatoire au sein de leurs granules et de leurs vésicules sécrétoires (Simon, 2009).

Deux voies canoniques d’induction de I'apoptose ont été définies, soit la voie extrinséque et la
voie intrinseque. Or, des protéines impliquées dans la voie extrinséque peuvent aussi activer la
voie intrinséque. La voie extrinséque de I'apoptose dépend de récepteurs de mort a la surface
des cellules, des membres de la superfamille du TNF-a (Elmore, 2007). Fas est un des récepteurs
de mort exprimés a la surface des éosinophiles. Ces derniers expriment en plus le ligand de Fas.
La liaison du ligand de Fas induit la dimérisation de son récepteur, entrainant le recrutement de
la protéine adaptatrice FADD et de la procaspase-8 (Shen et al., 2015). Ceci engendre la
formation du complexe DISC (death-inducing signaling complex), permettant 'autoactivation par
clivage de la procaspase-8. L’activation de la caspase-8 Iui permet de cliver et d’activer les

caspases exécutrices (caspase-3, 6 et 7) (Fulda et al., 2006). Les caspases sont des protéases
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cystéine-dépendantes dirigées vers les résidus aspartates des protéines. Lorsque I'étape
d’activation des caspases est franchie, I'entrée en apoptose enclenchée serait irréversible. De
plus, toute caspase activée peut en cliver d’autres pour les activer, menant a une cascade
amplifiant le signal apoptotique (Boatright et al., 2003). L’activité protéolytique des caspases leur
permet d’activer des endonucléases (dégradant la chromatine) et de dégrader des protéines
nucléaires et des protéines du cytosquelette (occasionnant une réorganisation du cytosquelette).
Ainsi, elles sont a la source des changements morphologiques caractéristiques des cellules
apoptotiques, tels que la contraction cytoplasmique ainsi que la condensation et la fragmentation
nucléaires (Crawford et al., 2011). Il est a noter que les mécanismes pro-survie engendreés par
I'lIL-5 chez les éosinophiles sont suffisamment puissants pour éviter l'induction de I'apoptose via
le récepteur de mort FAS (Shen et al., 2015).

La voie intrinséque de I'apoptose n’est pas directement dépendante de la liaison d’'un ligand a un
récepteur sur la surface des cellules. Elle est plutét occasionnée lorsque I'équilibre des protéines
de la famille Bcl-2 intracellulaires passe de favorable a la survie a favorable a 'apoptose (Elmore,
2007). Comme mentionné ci-dessus, chez les éosinophiles, I'lL-5 et le GM-CSF favorisent
I'expression du Bcl-xL, un membre anti-apoptotique de la famille Bcl-2 tout en diminuant
I'expression de Bax, un membre proapoptotique de la méme famille (Dibbert et al., 1998). Lorsque
I'équilibre est favorable a la survie cellulaire, les membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2
lient et empéchent I'activation des membres proapoptotiques de la famille. Cependant, en
présence de dommages excessifs a 'ADN, de stress du réticulum endoplasmique, de stress
oxydatif ou en absence de facteurs de croissance, I'équilibre devient favorable aux membres
proapoptotiques de la famille Bcl-2, permettant leur activation (Fulda et al., 2006). Celle-ci permet
aux protéines BAX et BAK de transloquer vers la membrane mitochondriale, de s’y
homo-oligomériser, puis d’y induire la perméabilisation de la membrane externe de la
mitochondrie. La perte de l'intégrité de la membrane mitochondriale permet la translocation de
protéines de I'espace intermembranaire mitochondrial vers le cytoplasme, particulierement le
Cytochrome c, indispensable a 'assemblage de I'apoptosome (Tait et al., 2010). Celui-ci est
formé d’oligoméres de protéine APAF1, de Cytochrome c et de pro-caspase-9. Cette caspase,
initiatrice, est activée a la suite de 'assemblage de I'apoptosome. Elle procéde alors au clivage
et a 'activation de caspases exécutrices, telles que les caspases-3 et 7, entrainant la cascade
protéolytique irréversible caractéristique a I'apoptose et menant a la mort cellulaire (Simon, 2001).
Une autre protéine libérée vers le cytoplasme a la suite de la perte de I'intégrité de la membrane

mitochondriale externe est la protéine SMAC. Celle-ci régule a la baisse I'activité de I'inhibiteur
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des caspases XIAP, favorisant, de surcroit, I'établissement de leur cascade protéolytique et

ultimement 'apoptose (Dewson et al., 2001).

Il a été mentionné précédemment que la voie intrinséque de I'apoptose peut étre activée par des
protéines effectrices de la voie extrinséque. Le lien entre ces deux voies se fait au niveau de la
caspase-8 et de la protéine BID. En effet, cette derniére est une cible de la caspase initiatrice de
la voie extrinséque. Le produit de clivage de BID, tBID, agit en tant qu’activateur des protéines
BAX et BAK. Ainsi, la perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie peut étre

induite a la suite de 'induction du récepteur de mort FAS par son ligand (Fulda et al., 2006).

L’utilisation des glucocorticoides lors du traitement des patients asthmatiques ou des patients
allergiques aux prises avec de l'inflammation au niveau des voies respiratoires est courante
(Spahn et al., 2007). Méme s'il est connu que ces agents induisent directement 'apoptose des
éosinophiles, leur mécanisme d’action n’a pas encore été élucidé. Néanmoins, ils demeurent une
thérapie efficace, car les patients asthmatiques ayant regu ce traitement ont une diminution des
symptbmes accompagnée par une augmentation, dans leurs sécrétions, de la proportion
d’éosinophiles apoptotiques (Druilhe et al., 2003). Une meilleure connaissance des mécanismes
impliqués dans l'induction de I'apoptose médiée par les glucocorticoides sera importante afin de
comprendre pourquoi ce traitement échoue chez quelques patients. Il sera alors possible de
développer des stratégies de traitement complémentaires rendant le traitement efficace pour un

plus grand nombre de personnes (M. Berry et al., 2007).

3.2 Implications dans les pathologies humaines et la santé

Les éosinophiles contiennent une grande quantité de granules, au sein desquelles ils stockent
diverses protéines granulaires et d’autres médiateurs solubles pouvant étre libérés promptement
en réponse a des stimuli divers. Cet arsenal de molécules effectrices est mis au profit en réponse
a certaines pathologies, telles que lors de la défense envers les helminthes ou lors des maladies
inflammatoires de l'intestin. Cependant, celles-ci seraient aussi importantes lors de processus
indépendants des maladies, tels que le remodelage des tissus du col de l'utérus lors de
'accouchement. Dans la prochaine section, I'implication des éosinophiles dans la défense contre
les parasites, I'asthme éosinophilique et de nouvelles maladies a éosinophiles sera décrite.
Ensuite, des exemples d’implications dans la santé seront énumérés. Enfin, 'hypothése LIAR

sera présentée.
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3.2.1 Défense contre les vers parasitaires

La réponse immunitaire contre les vers parasitaires est la fonction biologique classiquement
attribuée aux éosinophiles in vivo. Celle-ci serait particulierement importante, considérant qu’un
tiers de la population mondiale serait infectée par des helminthes, principalement des individus a
faible revenu ou des individus dont le systéme immunitaire est compromis (Hotez et al., 2008).
Les réponses immunitaires impliquées dans la protection contre les vers parasitaires sont de
type Tn2, caractérisées par des niveaux élevés d’IgE, d’IL-4, IL-5 et d’IL-13 ainsi que par le
recrutement d’éosinophiles, de cellules T régulatrices, de mastocytes et de basophiles (McSorley
et al., 2012). En effet, les éosinophiles sont directement recrutés en grands nombres dans les
heures suivant l'infiltration de parasites dans les tissus (Jacobsen et al., 2012). Méme si les
mécanismes moléculaires fonctionnels impliqués dans la réponse éosinophiliques contre les vers
parasites ne sont pas encore entierement élucidés, il y a tout de méme des évidences démontrant
leur capacité de tuer des parasites tels que le S. stercoralis, T. spiralis et N. brasiliensis dans des
modéles murins ou le T. frichuris dans un modéle humain. Les effets cytotoxiques des
éosinophiles sur les parasites seraient médiés par la libération de ROS et de protéines
granulaires, dont la MBP (McCormick et al., 1996, O'Connell et al., 2011). De plus, méme si ces
granulocytes ne semblent pas étre directement impliqués dans le processus d’expulsion des
parasites, ils y contribueraient tout de méme via leurs produits sécrétoires. En effet, I'lL-4 et I'lL-13
libérés, entre autres, par les éosinophiles participent a I’hyperplasie des cellules de gobelet et a
'augmentation du renouvellement des cellules de I'épithélium intestinal, facilitant ainsi I'expulsion
des parasites (Shinkai et al., 2002)

Certaines études ont démontré que les souris IL-5 transgéniques, exhibant une éosinophilie dans
les organes périphériques, diminuent la charge parasitaire plus rapidement que les souris
sauvages. Dans le méme sens, les souris IL-57, exhibant une éosinopénie dans les organes
périphériques, éliminent le parasite plus lentement que les souris sauvages (Herbert et al., 2000).
D’un autre c6té, d’autres études utilisant d’autres modéles de souris dépourvues d’éosinophiles
(AdbIGATA-1 et PHIL) démontreraient plutét que I'absence des éosinophiles n’a pas d’incidence
sur le fardeau parasitaire (Jacobsen et al., 2012, Swartz et al., 2006). Cela en évidence la
présence de mécanismes redondants de contréle des parasites avec des cellules telles que les
neutrophiles ou les macrophages participant a leur prise en charge. De plus, il a été démontré
que dans certains cas les éosinophiles ne tuent pas les parasites. lIs favorisent plutét leur survie
tout en diminuant les conséquences pathologiques envers I'héte afin de préserver ’homéostasie

(Fabre et al., 2009). En effet, les éosinophiles recrutés au site d’infection parasitaire procédent a
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la libération de cytokines de type Tn2, dont I'lL-4 et I'lL-13, favorisant I'activation alternative des
macrophages y étant recrutés (Shin et al., 2009). Les macrophages de type M2 sont associés a
la prise en charge de parasites et a la régulation de la réponse inflammatoire (Martinez et al.,
2014). Lorsque les helminthes T. spiralis infectent un tissu, ils transforment une cellule musculaire
en cellule nourrisse pour le parasite en développement. Cependant, en absence d’éosinophiles
et des cytokines de type Tn2 qU'ils libérent, moins de cellules nourrisses sont transformées et
moins de lymphocytes Tn2 ainsi que davantage de macrophages de type M1 inflammatoires sont
recrutés. Alors, la réponse immunitaire résultante est excessive et cause la destruction par
nécrose de tissus sains adjacents simultanément a la mort du parasite. Par contre, lorsque des
éosinophiles sont réintroduits dans la souris par transfert adoptif, la transformation de cellules
musculaires en cellules nourrisses pour les parasites redevient normale (Fabre et al., 2009).
Ainsi, si les éosinophiles promeuvent la survie de certains parasites, c’est pour préserver
’'homéostasie générale de I'’hdte en prévenant 'exacerbation de l'inflammation (Gebreselassie et
al., 2012)

3.2.2 Asthme hyperéosinophilique

L’asthme et en particulier 'asthme allergique est une maladie inflammatoire chronique souvent
caractérisée par une infiltration éosinophilique des voies respiratoires. Certains des signes
cliniques y étant associés sont la présence de dommages et la destruction de I'épithélium
pulmonaire, 'hypersécrétion de mucus, ainsi que I'hypersensibilité et le remodelage des voies
respiratoires (développement de fibrose et déposition de collagéne) (Brightling, 2011, Kato et al.,
2006). Lors de 'asthme éosinophilique, I'épithélium vasculaire réagit a la présence d’un antigene,
menant a la libération de cytokines de type Tn2 par des lymphocytes T. Les médiateurs solubles
libérés comprennent I'lL-5, I'éotaxine et le GM-CSF (Possa et al., 2013). Ceux-ci favorisent le
recrutement éosinophilique au niveau des voies respiratoires en régulant, entre autres,

I'expression des protéines d’adhésion ICAM-1 et VCAM-1 a leur surface (Jacobsen et al., 2011).

L’extravasation vers le site d’inflammation et les cytokines y étant présentes activent les
éosinophiles, retardant leur apoptose spontanée et induisant leur dégranulation. Il s’en suit alors
une libération de protéines granulaires et de médiateurs solubles, ayant pour effet d’y promouvoir
la réaction allergique inflammatoire, de contribuer au remodelage des voies respiratoires et
potentiellement d’induire des dommages tissulaires (Possa et al., 2013). Ainsi, les éosinophiles
induisent la libération de cytokines de type Tn2 par les lymphocytes T, au détriment de la libération

de cytokines de type Tn1 ou Tu17, via la présentation antigénique dépendante de leur CMH-II
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(Jacobsen et al., 2008, Jacobsen et al., 2011, H. Z. Shi et al., 2000). De plus, la protéine
granulaire MBP, libérée par les éosinophiles, contribuerait a I'hypersensibilité des voies
respiratoires en inhibant le fonctionnement du récepteur neuronal muscarinique M2 dans les nerfs
parasympathiques des poumons (Costello et al., 1998). En effet, le traitement avec un anticorps
dirigé contre la MBP était suffisant pour prévenir 'hypersensibilité pulmonaire chez les cochons
d’'Inde (Lefort et al., 1996). Enfin, des observations cliniques établissent un lien entre la quantité
d’éosinophiles au niveau des voies respiratoires et dans le sputum des patients avec lintensité

de leur hypersensibilité des voies respiratoires (Hara et al., 2008, Yoo et al., 2004)

L’inhalation de corticostéroides et l'utilisation anticorps ciblant I'lL-5 sont deux stratégies
couramment utilisées en clinique pour traiter les patients aux prises avec de 'asthme allergique
éosinophilique sévere (Haldar et al., 2009, Nair et al., 2009). Celles-ci ont pour objectif de
favoriser 'apoptose des éosinophiles afin d’en diminuer le nombre au sein des voies respiratoires.
Ces stratégies permettraient ainsi de diminuer les dommages tissulaires directement induits par
les médiateurs solubles libérés par les éosinophiles et de réguler a la baisse leur capacité
d’exacerber les réponses pro-inflammatoires (Possa et al., 2013). Bien qu’efficaces, ces thérapies
ne sont toutefois pas suffisantes pour contrbler les symptdomes d’asthme de tous les patients.
Ainsi, davantage de recherches seront nécessaires pour élucider la complexité des liens existant
entre le recrutement d’éosinophiles et [I'exacerbation des symptdmes des patients

asthmatiques (Jacobsen et al., 2012).

3.2.3 Autres maladies avec implication éosinophilique

Le recrutement éosinophilique est un signe clinique nouvellement documenté dans plusieurs
maladies. Souvent, leur implication dans le processus pathologique est confirmée par une
diminution des symptdmes a la suite de leur déplétion avec des glucocorticoides. Cependant, les
divers mécanismes par lesquels l'inflammation éosinophilique contribue au développement de
ces maladies ne sont pas encore totalement élucidés (Jacobsen et al., 2012). Une premiére
maladie associée aux éosinophiles est I'cesophagite éosinophilique. Celle-ci est caractérisée par
un recrutement éosinophilique au niveau des couches musculaires successives constituant
I'cesophage. Des modéles murins de la maladie et des patients atteints possédent des niveaux
élevés de médiateurs solubles, dont I'lL-5 et I'éotaxine, pouvant recruter les éosinophiles au
niveau de I'cesophage. Lorsqu’elle n’est pas traitée, 'cesophagite éosinophilique peut induire un
remodelage graduel de I'cesophage ainsi qu'au développement d’'une fibrosténose (Miehlke,

2015). L’application topique de corticostéroides est une thérapie permettant de controler les
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symptdmes chez les patients. Cependant, 'adoption d’une diéte restrictive éliminant des aliments
au fort potentiel immunogéne tels que les ceufs, le lait et le miel demeure une des meilleures
options de traitement. L'utilisation systémique d’agents bloquant les cytokines impliquées dans la
pathogenése est une autre option de traitement dont l'efficacité est présentement a
I'étude (Sodikoff et al., 2015).

Le syndrome métabolique est une condition caractérisée par 'augmentation des risques de
maladies cardiovasculaires, d’accidents vasculaires cérébraux et de diabéte de type deux. Il a
été démontré in vivo que les éosinophiles résidents des tissus adipeux participent largement a la
différenciation des macrophages résidents vers le phénotype M2, nécessaires a la régulation de
’homéostasie du glucose et permettant une sensibilité normale a I'insuline, via la libération d’IL-4.
Le nombre d’éosinophiles présents dans le tissu adipeux serait aussi inversement proportionnel
avec la déposition de graisses (Jacobsen et al., 2012, Kaur, 2014). Ainsi, un mauvais recrutement
des éosinophiles au sein des tissus adipeux augmenterait la susceptibilité de développer un
diabéte de type deux, car plus de graisses seraient déposées dans les tissus adipeux, tout en
compromettant la sensibilité a I'insuline. Il est intéressant de noter que I'éosinophilie induite par
l'infection avec des vers parasites a permis de récupérer une tolérance au glucose normale chez

un modéle de souris nourries avec une diéte riche en gras (Wu et al., 2011).

Les maladies inflammatoires de I'intestin sont des pathologies du systéme digestif. Celles-ci sont
caractérisées par de l'inflammation chronique induisant un remodelage tissulaire. Les signes
cliniques classiques sont la présence de diarrhée, la constipation et la perte de poids. Les deux
types de maladies inflammatoires de l'intestin les plus courantes sont la colite ulcéreuse et la
maladie de Crohn. Alors que dans la colite ulcéreuse I'inflammation se limite majoritairement au
colon, dans la maladie de Crohn linflammation peut s’étendre sur I'entiéreté du tube digestif
(Kaser et al., 2010). Considérant leur réle dans la défense du corps contre les vers parasitaires,
une forte présence éosinophilique au niveau de l'estomac et des intestins est courante.
Cependant, en présence de maladies inflammatoires de l'intestin actives, la dégranulation des
éosinophiles est augmentée dramatiquement. Cela pourrait ainsi contribuer au remodelage
tissulaire caractéristiquement observé au cours de ces maladies (Masterson et al., 2011). De
plus, lors de modeéles murins de maladies inflammatoires de l'intestin, 'absence d’éosinophiles
est associée a une diminution du nombre, du niveau d’activation et du potentiel d’activation des
lymphocytes Th2 CD4* résidents des ganglions (Lampinen et al., 2008). Elle est aussi associée
a un ralentissement de la progression de la maladie et permet méme d’empécher l'induction

chimique de la maladie par des agents classiques tels que le dodécylsulfate de sodium (Vieira et

54



al., 2009). Ainsi, la présence éosinophilique est nécessaire a la protection de I'héte envers les
parasites intestinaux. Or, leur trop forte activation exacerberait des symptdmes des maladies

inflammatoires de l'intestin (Jacobsen et al., 2012).

Le rejet de greffes d’'organes solides est un processus impliquant les réponses immunitaires innée
et adaptative. Celui-ci est caractérisé par I'activation des lymphocytes T de I'h6te a la suite de la
reconnaissance des antigénes du greffon en tant que molécules du « non-soi ». L’activation des
lymphocytes T permet l'induction de leur expansion clonale et leur différenciation en cellules
effectrices, favorisant ainsi la destruction du greffon. Le rejet de greffe est associé a une
augmentation de la mortalité et de la morbidité de I'hdte (Ingulli, 2010). La présence
d’éosinophiles dans les organes greffés ayant été rejetés est fréquente et elle est méme
employée en tant que marqueur d’'un rejet de greffe de type aigu (Cromvik et al., 2014). Par
ailleurs, certaines études menées sur des modéles murins indiquent que les éosinophiles seraient
directement impliqués dans l'induction du rejet de greffe (Goldman et al., 2001, Jacobsen et al.,
2012). Ainsi, dans un modéle d’allogreffe avec des CMH incompatibles, il y aurait moins
d’'inductions de rejets en absence d’éosinophiles (Le Moine et al., 1999). Ces granulocytes
participent aussi a 'induction de fibrose associée a la maladie du greffon contre I'héte. En effet,
ils libérent de la MBP, pouvant activer la libération de tryptase par les mastocytes, et du TGF-j,
participant au remodelage de la matrice extracellulaire (Jacobsen et al., 2012). De plus, dans un
modeéle de la maladie du greffon contre I'héte chronique a la suite d’une transplantation cardiaque,
il y aurait moins de signes de fibrose (moins de dépdts de collagéne et d’élastine) en absence
d’éosinophiles (Chen et al., 2011). En somme, les €osinophiles activés jouent un role relativement
mineur mais actif dans le rejet de greffe aigu ou chronique, car ils contribueraient au remodelage

tissulaire et au développement de fibrose, menant a la destruction du greffon.

3.2.4 Autres implications éosinophiliques dans la santé humaine

La réponse immunitaire adaptative permet normalement le développement de cellules mémoires.
Celles-ci persistent en circulation apres la résolution de l'infection et permettent de construire une
réponse immunitaire adaptative plus rapidement lors d’une infection subséquente par le méme
pathogéne (Tokoyoda et al., 2010). Les mécanismes impliqués dans le maintien de la survie des
plasmocytes sont donc importants pour la mémoire immunologique. Les éosinophiles sont situés
prés des plasmocytes dans la moelle osseuse. lls contribueraient a la mémoire humorale en
favorisant la survie des plasmocytes de la moelle osseuse via, possiblement, la libération

paracrine de médiateurs solubles tels que le TNFSF13 et I'lL-6. De plus, lorsqu’ils sont absents
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(souris PHIL ou AdbIGATA1 dépourvues d’éosinophiles) ou qu’ils sont éliminés (avec anticorps
induisant 'apoptose dépendante de SiglecF), la survie des plasmocytes est diminuée (Chu et al.,
2011). Les éosinophiles influencent également la prolifération des lymphocytes B. En effet, les
médiateurs solubles libérés par les éosinophiles seraient en mesure d’augmenter la survie des
lymphocytes B ainsi que leur production d'immunoglobulines in vitro. De plus, les souris
surexprimant I'lL-5 sont hyperéosinophiliques et exhibent une lymphocytose réversible par la
déplétion des éosinophiles (Macias et al., 2001). Enfin, il existe une corrélation entre le nombre
d’éosinophiles et le nombre de lymphocytes B chez 'humain (T. W. Wong et al., 2014). A la
lumiére de ces observations, il a été proposé que les éosinophiles seraient un amplificateur de la

réponse humorale en réaction a de pathogénes spécifiques (Jacobsen et al., 2012).

Il existe une forte infiltration éosinophilique au niveau de l'utérus lors des menstruations et du
placenta (Jeziorska et al., 1995). Alors que les menstruations sont un processus inflammatoire
aigu, le maintien de l'inflammation chronique méne au développement de 'endométriose. Cette
maladie est caractérisée par I'apparition de tissu fibreux et est une cause fréquente d’infertilité
féminine (Macer et al., 2012). |l a été observé que linfiltration et la dégranulation des éosinophiles
dans le tissu endométriotique fibreux est élevée. Ainsi, ils seraient possiblement impliqués dans
le remodelage et dans la fibrose associés a cette maladie (Blumenthal et al., 2000). De plus, chez
les femmes enceintes, il existe des évidences de dégranulation éosinophilique au niveau du col
de l'utérus. Alors, il a été proposé que les éosinophiles seraient aussi impliqués dans la dilatation
du col de l'utérus en préparation de 'accouchement puis du remodelage de tissus subséquent
(Knudsen et al., 1997). Cette infiltration éosinophilique serait corrélée de fagon spatio-temporelle
avec celle de macrophages activés. Ainsi, les éosinophiles participeraient également au

remodelage de tissus via 'activation de macrophages résidents (Timmons et al., 2009).

3.2.5 L’hypothése LIAR

Une nouvelle hypothése concernant le réle des éosinophiles pendant la santé et pendant les
maladies a été proposée par le laboratoire Lee en 2010. Leur hypothése, dénommée LIAR pour
Local Immunity and/or Remodeling/Repair, stipule que les éosinophiles ne sont pas que des
cellules effectrices en stade terminal ayant des effets pro-inflammatoires sur les tissus. lls
considerent plutét que les effets des éosinophiles sur les tissus sont dépendants de la polarisation
inflammatoire du microenvironnement (J. J. Lee et al., 2010). D’abord, les éosinophiles sont
recrutés a la suite de la libération de médiateurs solubles de I'inflammation tels que les DAMPs

ayant pour source des foyers locaux de mort cellulaire. En présence de facteurs de survie
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éosinophiliques tels que I'lL-5 ou le GM-CSF, les granulocytes s’accumulent pour former une
population stable lors de [l'état basal. Par la suite, la polarisation inflammatoire du
microenvironnement détermine comment les fonctions effectrices des éosinophiles auront un
effet sur les tissus. Dans le cas d’'un microenvironnement polarisé vers une réponse de type Th,
comme observé lors de pathologies telles que I'asthme, les allergies, I'endométriose ou les
infections parasitaires, les éosinophiles contribueront & exacerber la réponse immunitaire locale.
Au contraire, lorsque la polarisation du microenvironnement est de type Th;, tel qu’il est observé
pendant les transplantations d’organes, les maladies inflammatoires de lintestin ou certaines
infections parasitaires, les éosinophiles contribueront plutdét a la régulation a la baisse de la
réponse immunitaire locale. Enfin, si le microenvironnement est a I'état basal (immunoneutre), il
n’y a pas de modulation majeure de la réponse inflammatoire locale effectuée par les éosinophiles
(Furuta et al., 2014). Cette méme réponse immunitaire, ayant possiblement été modulée par les
éosinophiles, a a son tour un effet sur les fonctions effectrices de ces granulocytes. Ainsi, une
réponse inflammatoire de type Thy, ayant pu étre régulée a la hausse par les éosinophiles,
favorise leur libération soutenue de médiateurs solubles et de protéines granulaires, ayant a leur
tour un effet considérable sur le remodelage ou la réparation tissulaire locale. En somme,
I'hypothése LIAR propose que le microenvironnement immunologique présent lors du
recrutement éosinophiligue donne un signal situationnel déterminant quelle sera la
prépondérance de leurs fonctions effectrices. D’un c6té, elles pourraient exacerber une réponse
inflammatoire et contribuer a la détérioration tissulaire. D’'un autre c6té, elles contribueraient plutét
a la résolution de linflammation et a la réparation des dommages tissulaires (J. J. Lee et al.,
2010). La figure 3.3 résume I'hypothése LIAR, décrivant les effets des éosinophiles pendant la

santé et pendant les maladies.
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Figure 3.3. Les fonctions des éosinophiles pendant la santé et pendant les maladies : ’hypothése LIAR. Tiré
avec autorisation de (Lee et al., 2010).

3.3 L’effet des nanoparticules sur les éosinophiles; des preuves indirectes !

Les NPs ZnO influencent les fonctions des cellules immunitaires de différentes fagons selon le
type cellulaire. Par exemple, méme si celles-ci régulent a la hausse la phagocytose des
neutrophiles et des macrophages in vitro, elles diminuent la capacité des macrophages in vivo de
résoudre des infections bactériennes (Babin et al., 2015, C. D. Lin et al., 2014). Cependant,
contrairement aux monocytes/macrophages, aux neutrophiles et aux lymphocytes, il n’y a pas a
ce jour d’études sur I'effet direct des NPs ZnO sur les fonctions des éosinophiles humains. Chez
les monocytes/macrophages, les cellules NK, les lymphocytes et des lignées de cellules de
I'épithélium pulmonaire, les NPs ZnO induisent la production d’espéces réactives de 'oxygéne et
la mort cellulaire (Hanley et al., 2009, Wilhelmi et al., 2013). La susceptibilité des cellules a la
mort cellulaire serait dépendante de leur capacité a incorporer les NPs et a produire des espéces
réactives de l'oxygéne. Par ailleurs, ces espéces oxydantes sont fortement impliquées dans
l'induction de la mort cellulaire, car I'utilisation d’'un agent antioxydant permettrait parviendrait a
amoindrir les effets des NPs ZnO sur la viabilité cellulaire (Chuan-Chin Huang et al., 2010). Aussi,
chez les PBMC, les NPs ZnO induisent la libération de médiateurs solubles tels que I'lFNy, le
TNF-a et I'lL-12 (Ruchi Roy et al., 2014c). Chez les neutrophiles humains, les NPs ZnO

promeuvent la synthése de protéines de novo et la dégranulation de gélatinases. Par contre,

58



contrairement a ce qui est observé chez les autres types cellulaires, les NPs ZnO n’induisent pas
la production d’espéces réactives de I'oxygéne et favorisent un retard de I'apoptose spontanée
chez les PMNs (Babin et al., 2013, Goncalves et al., 2014). Considérant que les éosinophiles
peuvent effectuer une flambée oxydative, il sera intéressant de déterminer si celle-ci peut étre

induite par les NPs ZnO et si celle-ci peut induire la mort cellulaire.

Certaines études ont démontré indirectement que les NPs ZnO affectent la biologie des
éosinophiles humains. Il a été mis en évidence, sur des modéles animaux tels que les souris, les
rats et méme des agneaux, que les NPs ZnO pourraient recruter les éosinophiles au niveau des
poumons et des reins (Najafzadeh et al., 2013, Nounou et al., 2013). Alors que certains groupes
proposent que ce recrutement serait dépendant des ions métalliques issus de la dissolution des
NPs dans les milieux biologiques, un groupe aurait démontré que les NPs ZnO entiéres en sont
plutdt les responsables (Cho et al., 2012, Ivask et al., 2015). Leurs résultats indiquent que
linstillation pulmonaire dions Zn* n’induit pas d'éosinophilie pulmonaire, alors que les
nanoparticules entieres en induisent une. Un autre groupe a quant a lui démontré que les NPs
ZnO auraient un effet d’adjuvant envers l'ovalbumine, via un mécanisme polarisant le
microenvironnement vers une réponse immunitaire de type Tn2. Ainsi, des souris ayant été
immunisées avec de l'ovalbumine et traitées avec diverses doses de NPs ZnO de fagon
intrapéritonéale produiraient davantage d’anticorps (R. Roy et al., 2014a). De plus, leurs
splénocytes produiraient des niveaux plus élevés d’IL-2, IL-4, IL-6 et IL-17 ainsi que moins d’IL-10
et de TNF-a (Kuo-Liang Huang et al., 2015).
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QUESTION DE RECHERCHE, HYPOTHESE ET OBJECTIFS

Problématique et question de recherche

Certaines NPs induisent une hyperéosinophilie pulmonaire dans des modéles animaux d’asthme.
Les NPs ZnO influencent directement les fonctions des granulocytes polymorphonucléaires
neutrophiles. Les éosinophiles sont un autre type de granulocytes, impliqués dans la régulation
des réponses immunitaires. Or, la compréhension de I'effet des NPs sur les éosinophiles est
déficiente & ce jour. A la lumiére de ces observations, nous nous sommes demandé si les NPs
ZnO étaient également en mesure de moduler directement les fonctions cellulaires des

éosinophiles humains.
Hypothése

Nous avons pose I'’hypothése que tout comme pour les neutrophiles, des fonctions cellulaires des

éosinophiles humains seraient modulées par l'interaction avec les NPs ZnO.
Objectifs

Déterminer I'effet des NPs ZnO sur la morphologie des éosinophiles ainsi que sur cinq de leurs
principales fonctions cellulaires soit : la production d’espéces réactives de I'oxygéne, la viabilité

cellulaire, la synthése de novo de protéines, I'activité gélatinasique et la libération de cytokines.
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CHAPITRE 4: HUMAN EOSINOPHILS ARE DIRECT TARGETS TO
NANOPARTICLES: ZINC OXIDE NANOPARTICLES (ZNO) DELAY
APOPTOSIS AND INCREASE THE PRODUCTION OF THE PRO-
INFLAMMATORY CYTOKINES IL-1B AND IL-8

4.1 Présentation de I'article

Titre en frangais

Les éosinophiles humains sont des cibles directes des nanoparticules: les nanoparticules d’oxyde
de zinc (znO) retardent 'apoptose et augmentent la production des cytokines pro-inflammatoires
iI-1B et il-8
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Résumé en frangais

Les nanoparticules d’'oxyde de zinc (NPs ZnO) ont été récemment proposées en tant que
candidats novateurs pour le traitement de maladies inflammatoires allergiques. Toutefois, des
données récentes ont suggéré que les NPs ZnO induiraient une inflammation éosinophilique au
niveau des voies respiratoires chez des rongeurs. Malgré ces observations, les interactions
directes entre une NP spécifique et les éosinophiles humains n’ont pas, a ce jour, été
investiguées. Dans cette étude, des éosinophiles humains fraichement isolés ont été incubés
avec des NPs ZnO puis certaines de leurs fonctions cellulaires ont été étudiées. Nous avons
démontré que les NPs ZnO retardent I'apoptose des éosinophiles, partiellement via 'inhibition de
caspases, ainsi qu’en empéchant la dégradation de la caspase-4 et de Bcl-xL. Les NPs ZnO ne
déclenchent pas la production d’espéces réactives de 'oxygéne, mais elles induisent la synthése
de novo de protéines. De plus, les NPs ZnO favorisent la production des cytokines pro-
inflammatoires IL-1(3 et IL-8. Nous avons démontré a I'aide d’'une approche pharmacologique que
l'inhibition de la caspase-1 abolit la capacité des NPs ZnO a induire la production d’'IL-18 et IL-8,
alors que l'inhibition de la caspase-4 n’a d’effet que sur la production d’IL-8. Nos résultats mettent
en évidence le besoin d’entreprendre des études pour déterminer la possibilité d’utiliser des NPs
en tant que «nanothérapies», particulierement pour des maladies impliquant une
hyperéosinophilie. En conclusion, nous démontrons que les éosinophiles humains sont une cible

directe des NPs, en particulier des NPs ZnO.

4.2 Article

4.21 Highlights

Nanoparticles can alter the biology of human eosinophils. Zinc oxide nanoparticles delay human

eosinophil apoptosis. Zinc oxide nanoparticles increase the production of pro-inflammatory

cytokines.
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4.2.2 Abstract

Zinc oxide NPs (ZnO) have been recently proposed as novel candidates for the treatment of
allergic inflammatory diseases. Paradoxically, recent data suggested that ZnO could cause
eosinophilic airway inflammation in rodents. Despite the above observations, there are currently
no studies reporting direct interaction between a given NP and human eosinophils themselves. In
this study, freshly isolated human eosinophils were incubated with ZnO and several cellular
functions were studied. We found that ZnO delay human eosinophil apoptosis, partially by
inhibiting caspases and by preventing caspase-4 and Bcl-xL degradation. ZnO do not induce
production of reactive oxygen species but increase de novo protein synthesis. In addition, ZnO
were found to increase the production of the proinflammatory IL-1b and IL-8 cytokines. Using a
pharmacological approach, we demonstrated that inhibition of caspase-1 reversed the ability of
ZnO to induce IL-1b and IL-8 production, whereas inhibition of caspase-4 only reversed that of
IL-8. Our results indicate the necessity of conducting studies to determine the potential of using
NP as nanotherapies, particularly in diseases in which eosinophils may be involved. We conclude
that, indeed, human eosinophils represent potential new direct targets to NPs, ZnO in the present

case.

4.2.3 Introduction

Eosinophil granulocytes are best known for their role in the host defense against parasitic
pathogens and to play a pivotal role in the pathogenesis of asthma and allergic diseases (Shamri
etal., 2011). However, increasing evidences revealed additional roles for eosinophils in regulating
inflammation, especially by their ability to secrete different mediators, including a variety of
cytokines such as IL-1B and IL-8 (Braun et al., 1993; Shamri et al., 2011). Although eosinophils
only account for ~3% of blood leukocytes in humans, they can accumulate in tissues and airways
under certain pathological conditions. Eosinophils are known to undergo spontaneous apoptosis
and subsequent elimination by professional phagocytes is thought to be crucial for the resolution
of airway inflammation, which occurs in asthma. Several agents are known to prolong eosinophil
survival, including the three antiapoptotic cytokines GM-CSF, IL-3 and IL-5 (llmarinen and
Kankaanranta, 2014; limarinen et al., 2014; Tai et al., 1991). Interestingly, these cytokines are
present in the lungs of asthmatic patients (llmarinen and Kankaanranta, 2014; limarinen et al.,
2014). In contrast, other agents can induce eosinophil apoptosis, including the plant lectin Viscum

album agglutinin-1 (Lavastre et al., 2005) and glucocorticoids (Druilhe et al., 2003), these latter
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being very effective anti-inflammatory drugs used in the treatment of eosinophilic disorders such
as asthma (Barnes, 1996). Therefore, identification of new agents that can modulate eosinophil
apoptosis represents an important step for the development or improvement of therapeutic

strategies that target eosinophils.

A tremendous interest to use nanomaterials for medical diagnosis and therapeutic purposes has
increased in the past few years. Although a lot of investigations focus on the use of NPs for drug
delivery in cancer therapies, there are several studies promoting the use of NPs as carriers to
detect allergies or to alleviate inflammatory symptoms (Szelenyi, 2012). However, even this
represents a very interesting interest and a potential avenue to use nanodrug systems, there are
some potential toxic risks since, cytotoxicity, oxidative stress, genotoxicity, and inflammation have
been reported, both in in vitro and in vivo models (Onoue et al., 2014). Among nanoparticles, zinc
oxide NPs (Zhang et al., 2013) (hereafter denoted as ZnO) are good prospects to be used in
nanomedicine. Indeed, ZnO were recently proposed as novel candidates for the treatment of
allergic inflammatory diseases (Kim et al., 2014). However, ZnO were found to possess pro-
inflammatory activities both in vitro and in vivo (Babin et al., 2013; Goncalves and Girard, 2014;
Roy et al., 2013). For example, based on the fact that exposure to ZnO in environmental and
occupational setting causes acute pulmonary responses via induction of pro-inflammatory
mediators, including interleukin-8 (IL-8), Wu et al. (2010) demonstrated that ZnO induce IL-8
production by human bronchial epithelial cells via NF-kB activation. In vivo, although topically
applied ZnO were found to suppress allergen-induced skin inflammation, these NP also induces
vigorous IgE production in the atopic dermatitis mouse model. In addition, it was recently shown

that ZnO induce eosinophilic airway inflammation in mice (Huang et al., 2015).

Despite the fact that an increased number of neutrophils and/or eosinophils are observed in
different in vivo models of inflammation and that most of the in vitro studies performed do not use
primary human cells, the role of NPs on human granulocyte biology needs to be better
documented. To the best of our knowledge, there are no studies reporting a direct interaction with
a given NP and human eosinophils. Here, we show that ZnO NPs can alter the biology of human
eosinophils by suppressing apoptosis and by inducing the production of the pro-inflammatory
cytokines IL-13 and IL-8.
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4.2.4 Materials and methods

Nanoparticles
Zinc oxide nanoparticles used in this study have been described previously (Babin et al., 2013).
DLS analysis

The size distribution, surface charge (zeta potential) and the polydispersion index (PDI) of the
NPs were determined by dynamic light scattering using a Malvern Zetasizer Nano-ZS (model
ZEN3600 from Malvern Instruments Inc., Westborough, MA). Measurements were performed at
37 °C with NPs in suspension in RPMI-1640 supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine
serum (FBS), the medium in which NPs were suspended and incubated with eosinophils
throughout this study or in HBSS alone, the medium used for the detection of intracellular ROS

as described under.
Eosinophil isolation

Blood donations were obtained from informed and consenting individuals according to our
institutionally approved procedures. Granulocytes were isolated from venous blood of healthy
volunteers by dextran sedimentation followed by centrifugation over Ficoll-Hypaque (GE
Healthcare, Uppsala, Sweden), to obtain neutrophils and eosinophils as previously described
(Lavastre et al., 2005). Experiments were performed when cell purity was >95% as verified by
cytology from cytocentrifuged preparations colored by the Hema 3 Stain Set (Biochemical
Sciences Inc., Swedesboro, NJ). Cell viability was verified by trypan blue exclusion and was
always >98%. When >5% of eosinophils were detected in granulocyte enriched preparations,
eosinophils were separated from neutrophils by negative immunomagnetic selection using anti-
human CD16-coated magnetic beads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) according
to the manufacturer’'s recommendations. Purity and viability after eosinophil isolation were

routinely >95% as assessed as above.
Cell viability and cell shape changes

Freshly isolated human eosinophils (5x10° cells/ml in RPMI-1640 HEPES-P/S, supplemented
with 10% heat-inactivated FBS) were treated for 0-48 h with or without the indicated
concentrations of ZnO. Cell viability was monitored by trypan blue exclusion morphological cell
shape changes were observed under light microscopy (100X), and photomicrographs were taken

using a Nikon Eclipse TS100 camera.
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Evaluation of cell size and inner complexity by flow cytometry

Eosinophils (5x10° cells/ml) were treated with or without 100 mg/ml ZnO for 30 min, 3 h, 24 h and
48 h and data for cell size (FSC-H) and inner complexity (SSC-H) were acquired by flow cytometry
using a FACScan (BD Biosciences) as previously published (Poirier et al., 2014).

Assessment of eosinophil apoptosis

Apoptosis was evaluated by cytology, as previously published (Lavastre et al., 2005; Poirier et
al., 2014). Eosinophils (5x10° cells/ ml) were incubated at 37°C in 5% CO in 48-well plates for 24
h in the presence of buffer (Ctrl), the pro-apoptotic plant lectin VAA-I (0.5 mg/ml) or the indicated
concentrations of ZnO. Cells were cytocentrifuged on microscope slides and colored with the
Hema 3 staining kit. Apoptosis evaluation was based on the nucleus morphology. The results
were expressed as the percentage of eosinophils in apoptosis. In some experiments, annexin-V
binding was used to determine the eosinophil apoptotic rate after 24 h. Cells were suspended at
concentrations of 5x10° cells/mL, washed and then resuspended at 1x10° cells/mL and incubated
with 2 mL of FITC-annexin-V for 30 min at 4°C (light protected) prior to fluorescence-activated cell
sorting (FACS) analysis. In some experiments the pancaspase inhibitor (Z-VAD-FMK), the
specific caspase-1 (Z-YVAD-FMK) or caspase-4 (Z-LEVD-FMK) inhibitors were added 1 h (all at
50 mM) prior the addition of ZnO for a total of 24 h before determining the apoptotic rate.

Western blot analysis

Cells (1x10° cells/ml) were incubated with buffer (Ctrl), rhIL-5 (30 ng/ml) or ZnO (50 mg/ml) for 24
h and then harvested for the preparation of cell lysates in Laemmli's sample buffer. Aliquots
corresponding to 500 000 cells were loaded and subjected to 10% SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis and transferred from the gel to PVDF or nitrocellulose membranes. The
membranes were blocked for 1 h at room temperature in 5% milk in TBS-Tween (25 mM Tris-
HCI, pH 7.8, 190 mM NaCl, 0.15% Tween-20). After washing, a dilution of 1:1000 was used for
BCL-xL antibodies (Santa Cruz) or caspase-4 (Cell Signaling) in TBS-Tween 0.15%. The
membranes were kept overnight at 4°C, then washed with TBS-Tween, and incubated for 1 h at
room temperature with HRP- labeled goat anti-mouse IgG antibodies (Jackson
ImmunoReserarch,1:25,000) followed by several washes. Protein expression was revealed using
Clarity TM western ECL (Bio-Rad). Membranes were stripped with ReBlot Plus Strong (Millipore)
and reprobed with an anti-GAPDH antibody (Santa Cruz, 1:2000) to confirm equal loading of
proteins. Chemiluminescence was revealed with a chemiDocTM MP Imaging system from Bio-
Rad.
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Detection of intracellular ROS

Cells (5x10° cells/ml) were suspended in HBSS containing 10 mM CM-H2DCFDA for 15 min at
37°C as previously published (Simard et al., 2011). Cells were then washed twice before being
incubated in the presence of buffer or 100 mg/ml ZnO for 5, 15, 30, 60 and 90 min. PMA (107 M)
was used as a positive control. Fluorescence was recorded using a FACScan. ROS production

was expressed as MFI.
Metabolic labeling and de novo protein synthesis assay

Cells (5x10° cells/ml) were metabolically labeled with 4.625 MBq of the EXPRESS [35S]-protein
labeling mix EasyTagTM (PerkinElmer, Waltham, MA) in the presence or absence of 100 pug/ml
ZnO or the indicated concentrations of cycloheximide (CHX) for 24 h as previously described
(Poirier et al., 2014).

Measurements of IL-18 and IL-8 by ELISA

The measurement of IL-1B and IL-8 production in the extracellular milieu was determined using
commercially available ELISA kits (Invitrogen Canada Inc., ONT) as per the manufacturer’s
recommendation. In some experiments the pancapase inhibitor (Z-VAD-FMK), the specific
caspase-1 (Z-YVAD-FMK) or caspase-4 (Z-LEVD-FMK) inhibitors were added 1 h (all at 50 mM)
prior the addition of 100 mg/ml ZnO for a total of 24 h before quantification of the cytokines.

Statistical analysis

The data are reported as mean £+ SEM and were analyzed by one-way ANOVA. Differences
between tested groups and control were assessed using the Dunnett's Multiple Comparison Test
using GraphPad Prism version 5.00 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA). Statistical
significance was established at * p < 0.05; ** p < 0.01; and *** p < 0.005 vs control or appropriate
diluent, and each experiment was performed and validated at least 3 times using different blood

donors.

4.2.5 Results

Characterization of ZnO nanoparticles

As determined by DLS, the size distribution of ZnO in RPMI medium + 10% FBS was trimodal
with a size of 61.9 nm (58.8%), 11.6 nm (37.2%) and large aggregates of _3900 nm (4%). The
values for the zeta potential and PDI are -8.7 £ 0.8 mV and 0.5 + 0.04. However, different values

were observed when the NP were suspended in HBSS alone. Indeed, a unimodal size distribution
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of ZnO of 2.9 nm (100%) was observed. Also, a different zeta potential value of -8.3 + 0.8 mV

was observed with a PDI of 1 + 0.

Eosinophil cell viability, cell shape changes and apoptotic rate in response to ZnO

treatment

After 24 h, ZnO did not significantly alter the basal level of cell viability which was >92% at
concentrations ranging from 5 to 100 mg/ml (data not shown). However, after 48 h ~50% of
eosinophils were viable in absence of NPs but, in the presence of 50 or 100 mg/ml of ZnO, cell
viability increased to at least 70% (data not shown). Based on these results, and from those
obtained previously when studying the interaction between different NPs and human neutrophils
(Babin et al., 2013; Goncalves et al., 2010; Poirier et al., 2014), we used a concentration of 100
mg/ml ZnO throughout this study, otherwise specified. Next, cell shape changes were monitored
by cytology from 0 to 48 h after NP treatment. As illustrated in Fig. 1A, the cell shape of ZnO-
induced eosinophils was not altered and remained round or spherical. For clarity, only the 48 h
time point is shown, since the cell shape did not change throughout the experiments. Because
cellular uptake of NPs in mammalian cells can be determined by flow cytometric light scatter
analysis (Suzuki et al., 2007) following a treatment within few min to few hours, we next evaluated
whether or not human eosinophils were able to internalize ZnO in vitro. As illustrated in Fig. 1B,
treatment with ZnO did not alter the granularity in eosinophils (SSC in the graph) when tested
after 30 min (panel a), as well as after 3 h (panel c) and even after up to 48 h (data not shown),
suggesting that ZnO do not enter inside eosinophils. In addition to the granularity, the cell size
was determined in parallel by flow cytometry (FSC) and, as illustrated in Fig. 1B (panels c and d),
it remained unchanged after 30 min and 3 h, respectively. Just as for the granularity, we did not
observe any changes for the cell size over a period of up to 48 h (data not shown). Some NPs
were recently found to modulate spontaneous apoptosis in human neutrophils (Goncalves et al.,
2010; Goncalves and Girard, 2014), but their effects on eosinophil apoptosis are still unknown.
To verify this, we incubated freshly isolated human eosinophils with increasing concentrations of
Zn0O and determined the apoptotic rate after 24 h by cytology. The 24 h time point was selected
based on the fact that normally, ~30-50% of eosinophils undergo spontaneous apoptosis, a
suitable time point for our experimental conditions (llmarinen et al., 2009). Fig. 1C (upper panel)
illustrates that ZnO inhibited spontaneous eosinophil apoptosis in a concentration-dependent
fashion when compared to untreated cells. In these experiments, the plant lectin VAA-1 known to

induce human eosinophil apoptosis was used as a positive control (Lavastre et al., 2005). Results
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were confirmed with another assay measuring the binding of FITC-annexin-V (Fig. 1C, bottom

panel).
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Fig. 1. ZnO do not induce cell shape changes, do not affect cell size and intracellular complexity
but delay spontaneous eosinophil apoptosis. (A) freshly isolated human eosinophils were incubated in
the presence or absence (Ctrl) of ZnO (100 mg/ml) for 0—48 h and cell morphology was monitored by optical
microscopy. For clarity, only the data obtained after 48 h are shown. Results are typical illustrations
representative of 5 different experiments. (B) cells were incubated in the presence or absence (Ctrl) of ZnO
(100 mg/ml) for 30 min (panels a,b) or 3 h (panels ¢ and d) and intracellular granularity (SSC, panels a,c)
and cell size (FSC, panels b,d) were determined by flow cytometry. Results are means + SEM (n = 3); (C)
cells were incubated for 24 h in the presence of buffer (Ctrl), Viscum album agglutinin-1 (VAA) or the
indicated concentration of ZnO and apoptosis was determined by cytology (upper panel) and flow cytometry
(bottom panel) by determining the number of FITC-annexin-V positive cells as described in Materials and
Methods. Results are means £ SEM (n = 4).

ZnO0 inhibit caspases and prevent Bcl-xL degradation in human eosinophils

In order to determine if ZnO could act by inhibiting caspases, we next used the pancaspase
inhibitor Z-VAD-FMK. As illustrated in Fig. 2A, addition of Z-VAD reversed the antiapoptotic effect

of ZnO in human eosinophils. In other cells, ZnO were found to be proapoptotic and to act as an
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endoplasmic reticulum (ER) stressor, generally involving caspase-4 (Chen et al., 2014). Here,
since Z-VAD is known to inhibit caspase-1, -3, -4 and -7, we reasoned that ZnO could inhibit the
ER stress-induced cell apoptosis pathway, by preventing caspase-4 activation, which, prior this
study, has probably never been investigated in human eosinophils. Although the protein
expression of caspase-1 has been recently reported in human eosinophils (Wong et al., 2014),
that of caspase-4 is unknown. Therefore, we first determined if these cells express caspase-4 at
the protein level. As illustrated in Fig. 2B, human eosinophils express caspase-4. Fig. 2C
illustrates that treatment with ZnO prevents the degradation of capsase-4 at different degrees
when compared with control cells where caspase-4 was only faintly visible. In these experiments,
the antiapoptotic IL-5 cytokine was used in parallel and was also found to prevent caspase-4
degradation. IL-5 is known to delay human eosinophil apoptosis by increasing/maintaining the
expression of the potent antiapoptotic protein Bcl-xL (Dibbert et al., 1998). Therefore, we next
decided to determine if the mode of action of ZnO will be similar or not. As illustrates in Fig. 2D,
the protein expression of Bcl-xL was increased by ZnO when compared to Ctrl, correlating with
their antiapoptotic effect in human eosinophils. As expected, IL-5 also increased the Bcl-xL

expression.
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Fig. 2. ZnO inhibit caspase activity in human eosinophils and prevent pro-caspase-4 and Bcl-xL
degradation. A, eosinophils were incubated 1 h with (+) or without (-) the pan-caspase inhibitor Z-VAD-
FMK (Z-VAD) 1 h prior addition of buffer (Ctrl) or ZnO for a total of 24 h and apoptosis was evaluated by
flow cytometry by determining the number of FITC-annexin-V positive cells. B-D, cell lysates were prepared
with fresh unstimulated eosinophils (B) or from cells incubated with buffer (Ctrl), IL-5 or ZnO for 24 h and
the protein expression of pro-caspase-4 (Pro-casp-4), Bcl-xL or GAPDH (for loading control) were
determined by western blot experiments as described in Materials and Methods. A, results are means %
SEM (n = 4). B, lanes 1-3, represent three different blood donors. C and D, (upper part), results are from
one representative experiments out of three. Densitometry analysis is illustrated in the corresponding
bottom part.

Zn0O NPs do not promote ROS production but induce de novo protein synthesis in human

eosinophils

ZnO NPs were previously found to induce ROS production, but this has never been reported in
human eosinophils (Song et al., 2010). In this study, as illustrated in Fig. 3A, ZnO did not induce
ROS production when compared to untreated cells (0—-90 min). Cells were however responsive,
since, as expected (Kovacs et al., 2014) PMA induce ROS production. In order to better

understand the mode of action of ZnO, we next investigated possible involvement of de novo
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protein synthesis. We first performed a series of experiments by incubating freshly isolated human
eosinophils for 24 h in the presence or absence of an increasing concentration of CHX, a potent
protein synthesis inhibitor. Although de novo protein synthesis has been the object of several
studies in human neutrophils (Binet et al., 2006; Girard et al., 1997; Goncalves and Girard, 2014;
Poirier et al., 2014), this has not been reported in eosinophils. Interestingly, as illustrated in Fig.
3, eosinophils synthesize new polypeptides when incubated without addition of exogenous
cytokines and/or growth factors (see Fig. 3B, lane 1). This de novo synthesis of polypeptides is
inhibited by CHX in a concentration-dependent fashion (Fig. 3B, lanes 2-5). Next, the effect of
ZnO on the ability of human eosinophils to exert de novo protein synthesis was investigated. As
illustrated in Fig. 3C, ZnO induce the neo synthesis of several new polypeptides, as strongly as
IL-5.
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Fig. 3. ZnO do not increase ROS production but induce de novo protein synthesis in human
eosinophils. A, cells were stained with the probe CM-H2DCFDA for 15 min and then treated with buffer
(Ctrl), PMA, or ZnO for the indicated period of time and ROS production was determined by flow cytometry
as described in Materials and Methods. Results are means £ SEM (n 2 4). B and C, cells were metabolically
labeled and incubated with the indicated agents for 24 h and de novo protein synthesis was performed as
described in Methods. Results are from one representative experiment out of four. CHX, cycloheximide;
mw, molecular weights.
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Because this is probably the first study investigating the role of de novo protein synthesis during
human eosinophil apoptosis, we first determined how CHX itself will alter spontaneous apoptosis
aiming that, as in neutrophils (Binet et al., 2006; Goncalves and Girard, 2014), it will not affect
apoptosis. Unfortunately, unlike in neutrophils, CHX significantly induce eosinophil apoptosis in a
concentration-dependent manner (Fig. 4A), even at the lowest concentration of 1.25 mg/ml. We
normally use a concentration of 10 mg/ml CHX with neutrophils at a cell density of 10x10° cells/ml
for investigating the role of protein synthesis during apoptosis without altering the spontaneous
apoptotic rate. However, we performed here a series of experiments to determine the role of CHX
in neutrophils incubated at a lower cell density in order to make comparison with eosinophils.
Interestingly, the basal apoptotic rate of human neutrophils incubated at a cell density of 0.5x10°
cells/ml, was close to 90% and this value decreased to ~70% and ~45% when neutrophils were
incubated at 5 and 10x10° cells/ml, respectively (Fig. 4B). Addition of 10 mg/ml of CHX during

these experiments did not significantly alter neutrophil spontaneous apoptosis.
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Fig. 4. Cycloheximide induce eosinophil apoptosis and, unlike in neutrophils, could not be used to
reverse spontaneous and ZnO-induced suppression of apoptosis. A, eosinophils were incubated in
the presence of the indicated concentrations of cycloheximide (CHX) and apoptosis was assessed by
cytology after 24 h as described in Materials and Methods. Results are means £ SEM (n = 4). B, eosinophils
(EOs) or neutrophils were incubated in the presence or absence of 10 mg/ml CHX and apoptosis was
determined by cytology after 24 h at various neutrophil cell density. Results are means + SEM (n = 4).
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The pancaspase Z-VAD-FMK inhibitor reverses the ability of ZnO to induce the production
of IL-1B, but not IL-8

IL-8 and IL-B are two important pro-inflammatory cytokines known to be produced by human
eosinophils (Braun et al., 1993; Esnault et al., 2012). We next determined whether or not ZnO
NPs increase the production of these two cytokines. As illustrated in Fig. 5, ZnO significantly
increased the levels of IL-8 (Fig. 5A) and IL- 1b (Fig. 5B) detected in the supernatants after 24 h
of treatment. We next quantified the IL-13 and IL-8 release in the supernatants of eosinophils
treated for 60 min with the pancaspase Z-VAD-FMK inhibitor prior incubation with ZnO. As
illustrated in Fig. 5C, the ability of ZnO to increase the production of IL-138 was markedly and
significantly inhibited by the pancaspase inhibitor. However, in contrast, the IL-8 production was

not significantly affected by the same treatment (Fig. 5D).
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Fig. 5. Role of caspases in the ability of ZnO to induce the production of IL-18 and IL-8 in human
eosinophils. (A, B) eosinophils were incubated in the presence of buffer (Ctrl) or of the indicated
concentrations of ZnO for 24 h and the supernatants were collected and used to measure the amount of
IL-1B and IL-8 by ELISA as described in Materials and Methods. (C, D) cells were pre-incubated 1 h with
the pan-caspase Z-VAD-FMK (+Z-VAD) inhibitor or its diluent (-Z-VAD) and buffer (Ctrl) or 100 mg/ml ZnO
were added for a total period of time of 24 h and the supernatants were collected and used to measure the
amount of IL-18 and IL-8 by ELISA Results are means + SEM (n = 5 for A,B or n = 3 for C,D).
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The ZnO-induced production of both IL-1B and IL-8 is reversed by the caspase-1 inhibitor

while the caspase-4 inhibitor reverses only the production of IL-1$

Given the importance of caspase-1 in the production of IL-18 (Man and Kanneganti, 2015), and
since caspase-4 play important roles in the production of IL-1B by its ability to regulate caspase-
1 in humans (Kajiwara et al., 2014), and that caspase-4 is expressed in human eosinophils (this
report), we next verified the possibility that the IL-1B production produced by human eosinophils
in response to ZnO could be dependent of caspase-1 and/or caspase- 4. Fig. 6 shows that the
ability of ZnO to induce the production of IL-13 was inhibited by caspase-1 (panel A) and by
caspase-4 (panel B) inhibitors. However, the IL-8 production induced by ZnO was not inhibited
by the caspase-1 inhibitor (panel D), whereas it was in the presence of the Z-LEVD-FMK caspase-
4 inhibitor (panel E). As expected (Wu et al., 2010), inhibition of NF-kB by Bay 117085 reversed
the ZnO-induced IL-8 production (panel C), but also that of IL-1 (panel F).
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Fig. 6. Effect of caspase-1 and caspase-4 inhibitors on the ZnO-induced production of IL-18 and IL-
8 in human eosinophils. Eosinophils were pre-incubated 1 h with (+) or without (-) the caspase-1 (Z-
YVAD), caspase-4 (Z-LEVD) or NF-kB (BAY) inhibitors and buffer (Ctrl) or 100 mg/ml ZnO were added for
a total period of time of 24 h. The concentrations of IL-13 and IL-8 were measured by ELISA as described
in Materials and Methods. Results are means + SEM (n = 3).
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4.2.6 Discussion

In this study, we present the first evidences that NPs, namely ZnO, can alter the biology of human
eosinophils. The results of the DLS analysis indicate that the ZnO suspension is homogeneous
when suspended in HBSS buffer but not in RPMI + FCS. However, we cannot conclude if the few
(mega)aggregates (4% of the NP suspension) observed when ZnO NP are suspended in RPMI
+ FCS are responsible for the biological effects observed. It is important to remember that 96%

of the ZnO NP are under 100 nm and are thus still considered as nanoparticles.

Indeed, we found that ZnO delay eosinophil apoptosis. These results are in contrast with the vast
majority of studies investigating the cytotoxic effects of ZnO on cells others than eosinophils. For
example, at concentrations of 10 and 50 mg/ml (identical to us), ZnO were found to have
proapoptotic effects on rat subcutaneous adipose-derived mesenchymal stem cells (Orazizadeh
et al., 2015), human pulmonary adenocarcinoma cell line LTEP-a-2 (Wang et al., 2015), rat
astrocyte C6 glial cell line (Sruthi and Mohanan, 2015), human hepatocyte HepG2 cells (Sharma
et al.,, 2012; Wahab et al., 2014) and human breast cancer MCF-7 cells (Wahab et al., 2014).
However, in agreement with our present results, ZnO were found to inhibit apoptosis in isolated
rat pancreatic islets (Shoae-Hagh et al., 2014) and, as we recently documented, also in primary
human neutrophils (Goncalves and Girard, 2014). Although our results regarding the granularity
determined by flow cytometry suggested that ZnO were not ingested by human eosinophils, we
are aware that further experiments need to be performed to make any firm conclusion.
Interestingly, although the major mechanism of ZnO-induced apoptosis in a variety of cells
appears to be associated with the production of ROS (Akhtar et al., 2012; De Berardis et al., 2010;
Wang et al., 2014), we found here in human eosinophils that ZnO do not induce ROS production.
This is in agreement with Shoae- Hagh et al. (2014) reporting that ZnO even decrease ROS
production, using the non-fluorescent compound DCFH-DA (20,70-dichlorodihydrofluorescin
diacetate), a probe similar to CM-H2DCFDA that we used here as a general oxidative stress
indicator. Also in agreement with our present results, we have previously reported that ZnO do
not induce ROS production in human neutrophils (Goncalves and Girard, 2014). Since different
proapoptotic agents are known to activate caspases, here we reasoned that inhibition of caspases
with a general caspase inhibitor (Z-VAF-FMK) will reverse the antiapoptotic effect of ZnO in
human eosinophils. In this study, we also demonstrate that these cells express caspase-4 at the
protein level and that its inhibition also prevented the antiapoptotic effect of ZnO, opening the
possibility that these NP alleviate a pre-existing ongoing ER stress- induced cell apoptotic

machinery. In parallel, we also reported here that ZnO prevent the degradation of Bcl-xL, a crucial
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player known to be involved in the antiapoptotic effect mediated by the cytokine IL-5 (and GM-
CSF) (Dibbert et al., 1998). Therefore, our results indicate that the antiapoptotic properties of ZnO

are complex as they involve caspase inactivation as well as they prevent Bcl-xL degradation.

To the best of our knowledge, this is the first study showing that human eosinophils can perform
de novo protein synthesis, especially in response to NP. Even if our results indicate that ZnO
increase the synthesis of neo-polypeptides, CHX is not suitable for investigating the role of de
novo protein synthesis during apoptosis in human eosinophils, as opposed to human neutrophils.
Indeed, CHX by itself was found to induce apoptosis in eosinophils but has no significant effect
when used in human neutrophils at the same cell density of 0.5x10° cells/ml. It is interesting to
note that ZnO delay apoptosis and induce de novo protein synthesis in both cell types, but the
profiles of proteins involved in these two situations remained to be determined. Thus, based on
these two aspects (delay of apoptosis and induction of de novo protein synthesis) nanoparticles
like ZnO can act similarly to other agents, including methyl mercuric chloride (Moisan et al., 2003),
sodium butyrate (Stringer et al., 1996), or IL-4 cytokine (Girard et al., 1997). The fact that
eosinophils undergoing spontaneous apoptosis (in absence of exogenous agents like ZnO in this
study or IL-5) can synthesize new polypeptides fits well with a possible activation of an unfolding
protein response following an ER stress, a situation when cells attempt to overcome apoptosis by
producing several proteins, especially chaperones. However, other studies are needed to fully

understand this and also to determine the mode of action of ZnO in human eosinophil apoptosis.

Herein, ZnO were also found to induce the production of both IL-1f and IL-8 in human eosinophils,
two cytokines important in inflammation. Because of the increasing recognized roles of caspases
in the production of cytokines, it was important to determine here if caspases are somewhat
involved in ZnO-induced cytokine production. This was determined with the use of the pan
caspase-inhibitor Z-VAD-FMK where the production of IL-1p and IL-8 was decreased drastically
and weakly, respectively. Caspase-1 is among the caspases known to be inhibited by Z-VAD-
FMK, and this caspase is of particular interest for its role during inflammasome activation and IL-
1B production (Man and Kanne-ganti, 2015). Caspase-4 is also inhibited by Z-VAD-FMK and is
also somewhat involved in inflammasome activation and IL-1B production (Vigano et al., 2015).
Recently, caspase-4 was found to regulate caspase-1 activity in humans (Kajiwara et al., 2014)
but, to the best of our knowledge, its role in human eosinophils has not been documented and its
presence at the protein level had not been reported before the present study. Although there are
some data regarding inflammasome activation in a murine model of ovalbumin-induced allergic

airway inflammation where active caspase-1, and some inflammasome components, were
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detected from mice tissue eosinophils (Tran et al., 2012), activation of inflammasome leading to
the IL-1B production in human eosinophils is unknown. Therefore, our results showing that
inhibition of caspase-4 by Z-LEVD-FMK leading to inhibition of ZnO-induced production of IL-13
are probably the first in this area. Furthermore, they are in agreement with the role of caspase-4
in regulating caspase-1 in humans, a process not observed in laboratory rodents (Kajiwara et al.,
2014). Of note, using another type of NP, nanosilver, we previously documented that this same
caspase-4 inhibitor was also able to reverse the nanosilver-induced IL-1f production in human
neutrophils (Liz et al., 2015). Interestingly, our present results indicating that caspase-4 inhibitor
can reverse the production of IL-8 but that caspase-1 inhibitor had no effect, suggest that
caspase-4 is also involved in the production of IL-8 by human eosinophils, but the mechanism
needs to be determined. However, in contrast, we previously demonstrated that arsenic trioxide-
induced IL-8 production was not inhibited in the presence of Z-LEVD-FMK inhibitor in human
neutrophils; it was even found to increase the effect of arsenic trioxide (Binet et al., 2011).
Therefore, based on these results, it is tempting to speculate that caspase-4 possesses
differential roles in human eosinophils and neutrophils. This remains to be elucidated.
Interestingly, in one study, caspase-4-deficient human THP-1 cells were found to exhibit a marked
reduction in the production of different cytokines, including not only IL-8, but also IL-18, in
response to LPS, indicating that this caspase is involved in cytokine production (Lakshmanan and
Porter, 2007). Recently, we also reported that caspase-4 was involved in cytokine production
since nanosilver-induced IL-1B cytokine production was reversed by the Z-LEVD-FMK inhibitor,
as well as the caspase-1 activity (Liz et al., 2015). Knowing now that ZnO NPs can increase the
production of IL-1B and IL-8 cytokines (this report), it will be important in future to determine if
these NPs can increase the production of other cytokines and chemokines in order to better

understand how they can affect not only the biology of human eosinophils but also other cells.

4.2.7 Conclusion

This is probably the first study showing that human eosinophils are cellular targets to
nanoparticles, namely, ZnO. Also, we bring evidences that ZnO delay human eosinophil apoptosis
by preventing caspase activation as well as caspase-4 and Bcl-xL degradation. This ability to
delay eosinophil apoptosis has to be considered in terms of inflammatory potential. Indeed,
increasing cell survival of eosinophils under certain circumstances could be deleterious for
individuals. Therefore, the unique antiapoptotic activity of naked ZnO on human granulocytes,

including eosinophils (this report) and neutrophils (Goncalves and Girard, 2014) has to be
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considered, especially when the aim is to use ZnO as potential drug delivery agents for the
development of new therapeutic strategies (Xiong, 2013; Zhang et al., 2013). Similarly, the
capacity of ZnO to increase the production of the proinflammatory cytokines IL-13 and IL-8 by

eosinophils should not be neglected.
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CHAPITRE 5: DISCUSSION ET CONCLUSION

Ce projet avait pour but de déterminer si les NPs ZnO sont en mesure de moduler directement
les fonctions des éosinophiles humains. Pour ce faire, nous avons étudié leur effet sur six
fonctions cellulaires principales soit: la morphologie, la production d’espéces réactives de
'oxygéne, la viabilité cellulaire, la synthése de novo de protéines, l'activité gélatinasique et la
libération de cytokines. Nos résultats ont permis de démontrer que les NPs ZnO sont des
agonistes des éosinophiles humains, capables de moduler certaines de leurs fonctions.
Cependant, alors que nous nous attendions a des effets semblables entre les éosinophiles et les
neutrophiles, nous avons plutdt remarqué que certaines fonctions modulées chez les neutrophiles
ne I'étaient pas chez les éosinophiles. Les travaux menés par Roy et collaborateurs indiquent
que le niveau d’apoptose induit par les NPs ZnO est variable selon le type cellulaire a I'étude (R.
Roy et al., 2015). Cependant, les travaux de notre laboratoire démontrent que les NPs ZnO ne
sont pas uniquement proapoptotiques; celles-ci retardent 'apoptose spontanée des neutrophiles
humains in vitro (Goncalves et al., 2014). Tout comme Roy et collaborateurs, nous considérons
qu’il est important d’étudier les effets des NPs sur plusieurs types cellulaires, car la modélisation
du mode d’action de ces nouveaux agonistes sur I'organisme a partir de la simple extrapolation

des effets observés chez un nombre limité de modeéles d’étude est insuffisante.

Les nanoparticules sont des matériaux nanométriques ayant des propriétés physicochimiques
distinctes a celles du matériau équivalent non nanométrique. Celles-ci sont principalement
associées a leur petite taille et a leur grand ratio aire de surface sur volume. Or, le comportement
des NPs en solution est dépendant des caractéristiques du milieu. En effet, des facteurs tels que
le pH, la température, la composition ionique peuvent avoir une influence sur leur stabilité ou sur
leur tendance a s’agglomérer. Alors, lors des tests in vitro, il est important de les caractériser
dans les mémes conditions que celles utilisées lors des expériences. Les NPs ZnO utilisées dans
nos expériences mesuraient moins de 20 nm selon le fournisseur. Lorsque nous les avons
caractérisées dans la solution tampon HBSS elles avaient plutét une taille moyenne de 2.9 nm.
De plus, dans le milieu de culture RPMI supplémenté de sérum bovin feetal, les NPs avaient
tendance a s’agglomérer. Ainsi, la solution comportait une majorité d’agglomérats de 61.9 nm et
en proportion moindre des NPs de 11.6 nm. La caractérisation des NPs a aussi compris
I'évaluation de leur charge de surface via la mesure de leur potentiel zéta. Contrairement a leur

taille, celui-ci est demeuré sensiblement le méme dans les deux milieux utilisés. Ainsi, la charge
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ionique du tampon ou la présence de protéines n’influenceraient pas significativement le rayon

hydrodynamique des NPs ZnO en solution.

Tout comme les neutrophiles, les éosinophiles sont des cellules possédant une capacité a se
mouvoir par chimiotactisme. Pour ce faire, ils comptent sur un cytosquelette ayant une plasticité
remarquable, leur permettant de changer de forme drastiquement selon les conditions.
L'utilisation de la cytométrie en flux pour suivre le remodelage du cytosquelette et les
changements morphologiques des éosinophiles induits par des agonistes tels que les agents
chimioattractants est une méthode courante. Celle-ci a été mise a profit par divers groupes pour
démontrer, par exemple, que la prostaglandine ou [I'histamine activent et modulent le
chimiotactisme des éosinophiles (Heinemann et al., 2003, Schratl et al., 2007). Notre laboratoire
a utilisé la cytométrie en flux et la microscopie optique pour démontrer que les NPs ZnO induisent
des changements morphologiques des neutrophiles (Goncalves et al., 2014). Ainsi, nous nous
attendions a observer des résultats similaires pour les éosinophiles. Cependant, il n’y a pas eu
d’évidence d’induction de changements morphologiques par les NPs ZnO aprés des stimulations
allant de 30 minutes jusqu’a 48 heures. |l n’est pas anormal que les observations au sein des
deux granulocytes soient différentes car, malgré leur ressemblance, ils portent tout de méme des
récepteurs de surface et des molécules régulatrices différents et ils répondent difféeremment aux
stimuli chimioattractants. Par exemple, une étude classique a mis en évidence des différences
significatives entre les réponses des neutrophiles et des éosinophiles a des peptides
chimiotactiques. Ainsi, la libération d’enzymes lysosomales induite par la méme concentration du
peptide fMLF passe de 42 % chez les neutrophiles a 2 % chez les éosinophiles (Ogawa et al.,
1981).

La grande majorité des études concernant les effets des NPs ZnO sur les cellules soulignent leur
capacité a induire la production de ROS intracellulaires. Des études menées sur des cellules
immunitaires telles que les lymphocytes et les monocytes/macrophages ont par ailleurs démontré
que cette accumulation de ROS serait a la base des effets cytotoxiques des NPs ZnO (Hanley et
al., 2009). Or, notre laboratoire a démontré que celles-ci ne sont pas en mesure de déclencher
une flambée oxydative chez les neutrophiles (Goncalves et al., 2014). Ainsi, 'apparition d’un
stress oxydatif a la suite d’'une interaction avec ces NPs ne serait pas un mécanisme ubiquitaire.
Nous avons ici démontré que les NPs ZnO n’induisent pas la production de ROS par les
éosinophiles et qu’elles n’exacerbent pas celle générée par le PMA. Des études précédentes ont
démontré que les populations cellulaires composant les PBMC ont des sensibilités distinctes aux

NPs ZnO (Hanley et al., 2009). Celle-ci serait dépendante de la tendance des cellules a les capter.
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Par exemple, des concentrations faibles de ZnO NPs peuvent déclencher une flambée oxydative
chez les monocytes, alors que des concentrations plus élevées seraient nécessaires pour en
déclencher une chez les lymphocytes. Donc, tout comme pour les lymphocytes par rapport aux
monocytes, il se pourrait que les éosinophiles aient une faible capacité de captation des NPs ZnO
et que les concentrations utilisées lors de nos expériences aient été au-deca du seuil nécessaire
au déclenchement de leur flambée oxydative. Par ailleurs, la production de ROS par les
éosinophiles activés ou provenant de patients asthmatiques, en réponse a d’agonistes
classiques, est exacerbée (Sannohe et al., 2003). Cependant, dans nos conditions
expérimentales, les NPs ZnO n’activent pas suffisamment les éosinophiles pour moduler a la
hausse les ROS produits en réponse au PMA. Il aurait ensuite été intéressant de vérifier si leur
activation avec I'lL-5 ou le GM-CSF avant un traitement avec les NPs ZnO aurait été suffisante a

'induction de I'éclat oxydatif.

La maijorité de la littérature concernant les effets des NPs ZnO souligne leurs effets cytotoxiques.
Celles-ci induisent la mort cellulaire d’'une grande variété de cellules, dont la plupart des cellules
immunitaires et celle des cellules de I'épithélium pulmonaire, par un processus dépendant des
ROS. Cependant, notre laboratoire a démontré qu’elles induisent plutdt un retard de I'apoptose
spontanée des neutrophiles (Goncalves et al., 2014). Considérant que les NPs ZnO n’ont pas
induit la production de ROS par les éosinophiles dans nos conditions expérimentales, nous ne
nous attendions pas dy remarquer linduction de leur apoptose. Plutét, aux mémes
concentrations que chez les neutrophiles, nous avons remarqué un retard de leur apoptose
spontanée. Les éosinophiles sont des cellules au renouvellement rapide dont le programme
proapoptotique est induit par défaut. Cependant, leur survie est rallongée par divers médiateurs
solubles, dont des cytokines, des hormones ou des ligands des TLR. Alors, il serait possible que
dans nos conditions la concentration de NPs ZnO soit suffisante a l'induction d’'une cascade de
signalisation changeant la programmation cellulaire vers des conditions anti-apoptotiques, sans

qu’elle atteigne le seuil suffisant a I'induction d’un stress oxydatif.

Des études menées sur les neutrophiles ont mis en évidence leur synthése protéique active,
inductible par divers médiateurs solubles. Par exemple, I'lL-4 et I'lL-15 sont des cytokines
capables de retarder leur apoptose spontanée via la synthése de novo de protéines. (Bouchard
et al., 2004, Girard et al., 1997) Notre laboratoire a démontré que les NPs ZnO font partie des
médiateurs retardant I'apoptose des neutrophiles via un procédé dépendant de la synthése de
novo de protéines (Goncalves et al., 2014). Nous démontrons ici leur capacité d’induire la

synthése de novo de protéines également chez les éosinophiles. Au meilleur de nos
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connaissances, notre étude est la premiére ayant effectué un marquage métabolique des
éosinophiles, permettant de visualiser les polypeptides nouvellement produits en réponse a un
stimulus sur un film radiographique. Ainsi, nous contribuons a la documentation de la capacité
des éosinophiles matures d’avoir une synthése protéique active, alors que traditionnellement il
est considéré que ce sont des cellules ayant effectué I'essentiel de leur synthése protéique au
niveau de la moelle osseuse. Malheureusement, il nous a été impossible de déterminer si le retard
de l'apoptose des éosinophiles induite par les NPs ZnO est dépendant de la synthése de novo
de protéines. En effet, la dose minimale d’inhibiteur (cyclohéximide) nécessaire a l'arrét de la
synthése de protéines induit 'apoptose des éosinophiles. Il sera donc important de trouver un
autre inhibiteur moins toxique afin de démontrer un lien causal entre la synthése de novo de
protéines et le retard de l'apoptose induits par les NPs ZnO. De plus, il serait intéressant
d’investiguer si le fait que les éosinophiles sont plus sensibles que les neutrophiles a I'inhibiteur
de la synthése protéique est le reflet de programmations apoptotiques distinctes. Ainsi, les
éosinophiles auraient une programmation proapoptotique plus robuste et leur survie nécessiterait
la synthése constante de protéines anti-apoptotiques. D’un autre cété, 'apoptose spontanée
rapide des neutrophiles serait indépendante (ou trés faiblement dépendante) de la synthése de
protéines (Bouchard et al., 2004, Girard et al., 1997, Goncalves et al., 2014).

Les éosinophiles libérent une variété de médiateurs solubles dans leur environnement en réponse
a des stimuli spécifiques. Dans le cadre de notre recherche, nous avons examiné l'effet des NPs
ZnO sur la libération de gélatinases ou des cytokines IL-1B et IL-8. Les gélatinases, dont la
MMP9, sont des protéinases capables de dégrader la matrice interstitielle. Cette propriété en
ferait des effecteurs importants lors des processus de remodelage tissulaire et lors de l'infiltration
de cellules immunitaires associée aux réactions inflammatoires. Diverses études ont mis en
évidence une accumulation de MMP9 au niveau des voies respiratoires de patients asthmatiques.
Celle-ci est par ailleurs corrélée avec une présence accrue d’éosinophiles et de neutrophiles dans
le sputum des patients. Cependant, méme si des évidences au niveau de ’TARNm ont démontré
que les éosinophiles de patients asthmatiques possédent des niveaux de MMP9 plus élevés que
ceux des volontaires sains, certains auraient démontré que les neutrophiles en sont la source la
plus importante (Jehan et al., 2013, Ohno et al., 1997, Ventura et al., 2014). Des recherches
menées dans notre laboratoire ont mis en évidence une libération de MMP9 dans le surnageant
de culture de neutrophiles stimulés avec les NPs ZnO, accompagnée par une modulation a la
hausse de son activité gélatinasique (Babin et al., 2013). Cependant, nous n’avons pas eu
d’évidence ni de la dégranulation ni de la modulation de 'activité enzymatique de la MMP9 chez

les éosinophiles. Il est connu que la libération de MMP9 en réponse a des agonistes classiques
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tels que le PMA est bien plus faible chez les éosinophiles, comparativement aux neutrophiles
(Fujisawa et al., 1999). Ainsi, si un puissant activateur tel que le PMA n’induit qu’une faible
dégranulation, il n’est pas anormal que les signaux activateurs induits par les NPs ZnO puissent
étre insuffisants a l'initiation du processus de dégranulation de MMP9. Alors, il serait intéressant
de compléter cette caractérisation en déterminant si la dégranulation des quatre protéines
granulaires éosinophiliques majeures (MBP, ECP, EDN, EPO) est, quant a elle, modulée par les
NPs ZnO. A ce jour, des données préliminaires démontreraient que celles-ci n’auraient pas d’effet
sur la dégranulation d’EPO (Fujisawa et al., 1999, Jehan et al., 2013, Ohno et al., 1997, Ventura
etal., 2014).

Alors que les NPs ZnO ne semblaient pas influencer l'activité gélatinasique des éosinophiles
humains, nous avons démontré qu’elles induiraient leur libération d’IL-1B et d’IL-8. L’IL-13 est
une cytokine pro-inflammatoire impliquée dans la prolifération, la différenciation et 'apoptose
cellulaire. Sa synthése, régulée par le NF-kB, produit une pro-protéine activable via clivage
protéolytique par la caspase-1 (Cogswell et al., 1994). Elle serait notamment impliquée dans la
régulation a la hausse de la libération d’'IL-17 par des lymphocytes T (Esnault et al., 2012). Elle
contribuerait aussi aux réponses immunitaires homéostatiques au niveau de l'intestin gréle (Jung
et al., 2015). Pour sa part, I'lL-8 est un des principaux médiateurs de la réponse inflammatoire. I
active les neutrophiles en plus d’agir en tant qu’agent chimiotactique pour les neutrophiles, les
basophiles et les lymphocytes T. Tout comme pour I'lL-1(, sa synthése est régulée par le NF-kB
(Brat et al., 2005, Hoffmann et al., 2002). De plus, sa pleine activité pro-inflammatoire est
dépendante d’un clivage protéolytique sur sa portion N-terminale. Son niveau est élevé dans le
fluide de lavage broncho-alvéolaire et chez les éosinophiles de patients asthmatiques (Yousefi et
al., 1995). Sa libération chez les éosinophiles est classiquement induite, aprés activation avec du
GM-CSF, par la stimulation avec du RANTES, du PAF ou du PMA. En somme, la stimulation des
éosinophiles humains avec les NPs ZnO induit la libération de cytokines pro-inflammatoires
pouvant étre impliqguées dans le recrutement d’autres cellules immunitaires ainsi que dans la

modulation de I'environnement inflammatoire.

La caspase-1 active est au coeur du complexe protéique dénommé inflammasome. Celui-ci est
essentiel a 'activation du pro-IL-1B (Sollberger et al., 2014). De plus, il a été démontré que la
caspase-4 interagirait physiquement avec la caspase-1, qu’elle procéderait a son activation et
gu’elle contribuerait a l'activation du pro-IL-13 en réponse au LPS (Sollberger et al., 2012).
L’expression de la caspase-4 est aussi nécessaire a I'activation de I'inflammasome chez un

modéle de macrophages (Vigano et al., 2015). De plus, notre laboratoire a démontré que la
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caspase-4 est nécessaire a I'activation de l'inflammasome NLRP3 et a la libération d’IL1 ayant
lieu chez un modéle de monocytes humains activés avec le LPS puis stimulés avec des NPs
d’argent de 15 nm (Simard et al., 2015). Enfin, la caspase-4 est nécessaire a la production d’IL-8
NF-kB-dépendante en réponse au LPS chez un modéle de monocytes humains (Lakshmanan et
al., 2007). Nous avons ici procédé a une des premiéres caractérisations de l'implication des
caspases dans la libération de cytokines par les éosinophiles humains. L’utilisation de I'inhibiteur
ubiquitaire des caspases a, logiquement, renversé la libération d’IL-1f3 par les éosinophiles induite
par les NPs ZnO. Or, il a aussi renversé la libération d’IL-8, mettant en évidence I'implication des
caspases dans la libération de ces deux cytokines pro-inflammatoires. Ensuite, alors que
linhibiteur spécifique de la caspase-1 n’a renversé que la libération d’IL-1B, l'inhibiteur de la
caspase-4 a, pour sa part, renversé la libération des deux cytokines a l'étude. Cela serait
compatible avec les études proposant que la caspase-1 serait en aval de la caspase-4 et
confirmerait, chez les éosinophiles la participation de cette derniére dans la production d’IL-13
biologiquement actif. Enfin, nous confirmons ici I'implication de la caspase-4 dans la libération
d’IL-8 induite par les NPs ZnO chez les éosinophiles. Considérant I'implication de NF-kB dans la
production de I'lL-1B et I'lL-8, il aurait été intéressant de démontrer formellement la capacité des
NPs ZnO d'induire la translocation de NF-kB vers le noyau et de déterminer les voies de

signalisation cellulaire associées.

En conclusion, les résultats obtenus lors de ce projet de recherche ont permis de démontrer que
les NPs sont des agonistes directs des éosinophiles humains. Tout comme il avait été montré
chez les neutrophiles humains, les NPs ZnO induisent une programmation pro-inflammatoire
chez les éosinophiles. En effet, certaines fonctions cellulaires ont été modulées de la méme fagon
chez ces deux granulocytes (retard de I'apoptose spontanée et induction de la synthése de novo
de protéines). Par contre, certaines des fonctions modulées chez les neutrophiles ne I'ont pas
été chez les éosinophiles (aucune induction de changements morphologiques et aucune
évidence de libération de gélatinases). Cela met en évidence des différences fondamentales,
totalement justifiées, dans la signalisation de ces deux cellules. Il faut se rappeler que les
éosinophiles possédent des fonctions bien spécifiques devant étre précisément régulées. Ainsi,
il sera important de les tenir en compte lors des futures études toxicologiques tentant d’évaluer
limpact de xénobiotiques sur 'organisme. Par ailleurs, tel que notre laboratoire I'a démontré chez
les neutrophiles humains et comme d’autres I'ont aussi mis en évidence avec chez d’autres
modeéles cellulaires, les différents types de NPs ont des effets distincts selon le type cellulaire. Il
est donc difficile d’extrapoler les résultats obtenus chez un modéle cellulaire @ un organisme

complexe. Alors, le présent projet s’inscrit dans le cadre d’'un programme de recherche ayant
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pour objectif de déterminer les effets d’'un large éventail de NPs sur les fonctions du systéme
immunitaire in vitro et in vivo. Ces résultats contribueront a I'établissement d’'un classement relatif
de la toxicité de chaque NP. Car, c’est en en décelant les plus toxiques et en comprenant les
mécanismes associés a leur toxicité, qu'il sera possible de bien gérer les risques leur étant

associés et de les réglementer en conséquence,
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