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Résumeé

La silice cristalline, principalement sous sa forme de quartz, est I'un des miné-
raux les plus abondants de la cro(te terrestre. Elle est libérée dans I'environnement &
travers des processus industriels tels que le broyage et le fractionnement de matériaux
comme les pierres et les roches. Une fois inhalées, les particules de silice cristalline
atteignent les alvéoles pulmonaires, ou elles induisent diverses pathologies. L'exposi-
tion a la silice cristalline est associée au développement d'une inflammation chronique,
d'une fibrose pulmonaire, ainsi qu'a une augmentation du risque de cancers pulmo-
naires et de maladies auto-immunes. A I'heure actuelle, les macrophages sont établis
comme étant responsables de l'inflammation induite par la silice cristalline, mais les

mécanismes sous-jacents restent encore peu définis.

Par ailleurs, notre laboratoire a mis en évidence la présence d’interférons de
type | (IFN-1) dans des homogénats pulmonaires murins. Cette observation est surpre-
nante car les réponses IFN-I sont généralement induites par des virus. Les cellules
dendritiques étant les principaux producteurs d’IFN-I, nous avons exploré leur capaci-

tés a exprimer les IFN-I apres le traitement a la silice.

Nous avons dans un premier temps différencié des monocytes de la lignée
THP-1 en macrophages et en cellules dendritiques puis comparé leur réponse inflam-
matoire ainsi que leur production d'IFN-I aprés une exposition a la silice. Ces expé-
riences in vitro ont ensuite été reproduites avec des monocytes sanguins humains
frais. Nos résultats ont montré que les macrophages exposés a la silice cristalline
étaient responsables de l'inflammation, tandis que les DC traitées a la silice ne produi-
saient pas d'IFN-I. Nous avons donc conclu que les cellules dendritiques ne sont pas

la source principale des IFN-I durant les premiéres réponses a la silice.



Abstract

Crystalline silica, primarily in its quartz form, is one of the most abundant min-
erals in the Earth's crust. It is released into the environment through industrial pro-
cesses such as grinding and fragmentation of materials like stones and rocks. Once
inhaled, crystalline silica particles reach the pulmonary alveoli, where they induce var-
ious pathologies. Exposure to crystalline silica is associated with the development of
chronic inflammation, pulmonary fibrosis, as well as an increased risk of lung cancers
and autoimmune diseases. Currently, macrophages are established as being respon-
sible for the inflammation induced by crystalline silica, but the underlying mechanisms

remain poorly understood.

Moreover, our laboratory has demonstrated the presence of type | interferons
(IEN-1) in murine lung homogenates. This observation is surprising, as the IFN-I re-
sponse induced by crystalline silica is considered sterile, meaning it occurs in the ab-
sence of any microorganism. Given that dendritic cells are the primary producers of

IFN-I, we explored their potential role in this context.

To test their involvement, we first differentiated THP-1 monocytes into macro-
phages and dendritic cells and then evaluated their inflammatory response and IFN-I
production after exposure to silica. These experiments were subsequently replicated
with fresh human blood monocytes, as the use of this model provides a physiologically
relevant system, allowing for a better understanding of the immune processes that may
occur within the lung. Our results showed that macrophages exposed to crystalline
silica were responsible for the inflammation, whereas silica-treated dendritic cells did
not produce IFN-I. Thus, the role of dendritic cells in IFN-I production in response to

silica could not be confirmed.
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Figure 1 : La silice cristalline respirable (SCR) est phagocytée par différentes popula-
tions de cellules immunitaires, parmi lesquelles nous retrouvons les macrophages, qui
sont le type cellulaire le plus étudié dans la réponse a la SCR, et les cellules dendri-
tiques dont I'implication n’est que peu connue a ce jour. Dans les poumons de souris
exposées, une production de cytokines pro-inflammatoires a été observée, accompa-
gnée, de maniére surprenante, d’une production d’IFN-1. Contrairement a la libération
de cytokines pro-inflammatoires, la libération d’IFN-I n’a pas été observée dans notre
modele de macrophage in vitro exposé a la silice. Cette derniére observation nous
laisse supposer I'implication d’un autre type cellulaire dans la réponse IFN-1 a la silice.
Nous avons décidé d’investiguer le role que les cellules dendritiques pourraient jouer
dans la production d’IFN-I. Afin d’étudier la réponse des cellules dendritiques expo-
sées a la silice, nous avons utilisé deux modéles de monocytes, des cellules THP-1 et
des monocytes frais humains, différenciés en cellules dendritiques ou en macrophages
dans lesquels nous avons quantifié la libération de cytokines pro-inflammatoires ainsi

que la production de transcrits d’IFN-S, une cytokine de la famille des IFN-I.



l. INTRODUCTION

Silice

Généralités

La silice, ou dioxyde de silicium (SiO2), représente la forme oxydée du silicium
et constitue le minéral le plus abondant dans la crodte terrestre. Elle se présente ma-
joritairement sous forme de quartz, cristobalite ou encore de tridymite, le quartz étant
de loin la forme la plus courante (Crystalline Silica - Cancer-Causing Substances -
NCI, 2015). Le dioxyde de silicium se présente sous deux formes principales : la forme
amorphe et la forme cristalline, qui se distinguent par leur structure moléculaire (Baum
& Arnold, 2024) (Figure 2). Aux concentrations que nous retrouvons dans I'environne-
ment, la silice amorphe ne présente pas d’effets délétéres pour la santé. En revanche,
la silice cristalline, lorsqu’elle est présente sous forme de particules d’'un diamétre aé-
rodynamique inférieur a 5 um, est considérée comme biologiquement active et peut
avoir des effets nocifs. Ces particules, appelées silice cristalline respirables (SCR) sont
capables d’atteindre les bronchioles distales et les alvéoles pulmonaires, ou elles in-
teragissent avec les cellules des voies respiratoires (Pavan et al., 2020). Dans le cadre

de ce travail, nous nous focaliserons essentiellement sur la silice sous sa forme cris-

talline.
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Figure 2 : Structure de la forme amorphe et cristalline de la silice.

Les formes amorphes de la silice sont composées d’atomes de silicium et d'oxygéne arrangés
de maniere désordonnée et sans motif défini. En revanche, les formes cristallines de la silice
se caractérisent par des motifs réguliers et répétitifs, ou des atomes d'oxygene internes sont

partagés entre deux atomes de silicium (Croissant et al., 2020).
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Borm et al. (2018) ont mis en évidence que la toxicité de la silice dépendait non
seulement de sa taille, mais aussi de ses propriétés de surface et structurales, telles
gue sa forme et sa porosité. Pavan et al. (2022) ont également démontré que la SCR
fraichement fracturée présentait une toxicité accrue par rapport aux particules « vieil-
lies », et ce, en raison de I'abondance de radicaux libres a leur surface. Parmi ces
radicaux, des fractions de surface spécifiques appelées « nearly free silanols » (NFS)

ont été détectées.

Ces NFS sont des groupements silanols (-Si-OH) présents a la surface des par-
ticules de silice, capables d’établir des liaisons hydrogene avec d’autres silanols voi-
sins. Toutefois, aprés fracturation, la distance entre ces groupements peut augmenter,
réduisant ainsi leur capacité d’interaction directe (Figure 3). Ces NFS pourraient ainsi
jouer un réle clé dans les interactions entre les particules de silice et les membranes
biologiques via leur liaison avec les tétes polaires des phosphatidylcholines, une
classe de phospholipides constitutive des membranes biologiques (Pavan et al.,
2020). L’activité toxique variable de la silice pourrait ainsi étre liée a 'hétérogénéité

chimique de sa surface.

ot 2528A
ke RS

) _P’;,'\ NFS
6/{. .
> ¢ 2. '2.8
gl
5 - ' -
J ¢

Figure 3 : Représentation des motifs de silanols sur les surfaces de cristaux de quartz
(i) avant et (ii) aprés fracturation.

(i) Avant la fracturation, les silanols sont organisés de maniére réguliere, liés par des liaisons
hydrogene, avec une faible distance interatomique entre eux. (i) Aprés la fracturation, les si-
lanols deviennent désorganisés, plus éloignés les uns des autres et faiblement interactifs, in-
terrompant ainsi la régularité des chaines de silanols initialement liées par des liaisons hydro-

géne. Les valeurs indiquées (en angstréms) correspondent a la distance oxygene-oxygéene
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entre deux silanols (Pavan et al. 2020). Lorsque la distance entre deux silanols est assez
grande, cela laisse de la place pour une potentielle interaction avec les membranes biolo-

giques.

L’exposition a la silice cristalline survient principalement dans les environne-
ments professionnels, notamment dans les industries utilisant des matériaux de cons-
truction, tels que le granite, le gres et les sables. Les émissions de SCR proviennent
de processus industriels tels que le sciage, le poncage et les procédés abrasifs comme
le sablage utilisé notamment dans la production de verre et certaines activités de I'in-
dustrie du textile (Humans, 1997). L'utilisation généralisée de ces matériaux justifie
une compréhension approfondie des propriétés toxicologiques du dioxyde de silicium

cristallin.

Mécanismes de toxicité

A ce jour, le mécanisme précis qui explique la pathogénicité des particules de

silice demeure peu défini.

La SCR est difficilement éliminée par les mécanismes de défenses respiratoire.
Une fois inhalées, les particules atteignent les zones profondes des voies respiratoires,
au niveau des alvéoles pulmonaires, ou elles sont phagocytées par les macrophages

alvéolaires (MA) et induisent une inflammation.

En effet, 'inflammation est une caractéristique clé de I'exposition a la SCR et a
été observée a la fois dans des modéles animaux mais également dans les poumons
des patients (Wei et al. 2023). Cette réponse inflammatoire est étroitement liée a un
processus clé induit par la SCR : la pyroptose. Il s’agit d’'un type de mort cellulaire
programmeée, caractérisé par une forte réponse inflammatoire. Elle est principalement
déclenchée via I'activation de I'inflammasome NLRP3 « NOD-like Receptor Protein 3 »
composée de la protéine NLRP3, de la protéine ASC «Apoptosis-associated Speck-
13 like protein containing a CARD » et de I'enzyme effectrice protéolytique caspase-1
(pro-caspase-1). L'inflammasome est activé en deux étapes. Une premiére avec un

stimulus d'amorcage (PAMPs « Pathogen Associated Molecular Patterns », DAMPs
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« Damage Associated Molecular Patterns ») qui induit I'expression de pro-IL-1p et -18
via le facteur de transcription NF-kB « Nuclear Factor-k B », elle-méme activée par la
SCR. La deuxiéme étape consiste a I'activation, par un second stimulus (ROS « Reac-
tive Oxygen Species », cathepsine B, ARNdb « Acides Ribonucléiques a double brin
»), de la protéine NLRP3 qui s’oligomérise. Son oligomérisation permet le recrutement
d’ASC et de la pro-caspase-1. L’ensemble forme I'inflammasome NLRP3. Cet assem-
blage méne au clivage de la pro-caspase-1 en caspase-1 active, qui, une fois activée,
clive les précurseurs pro-IL-18, pro-IL-18 et la gasdermine D (GSDMD) pour les con-
vertir en formes biologiquement actives IL-13, IL-18 et GSDMD-NT. Cette derniére
s’oligomérise et forme des pores a la membrane plasmique, provoquant la libération

de facteurs inflammatoires, dont IL-13 et IL-18, et peut finalement mener a la lyse de

la cellule. (Galli et al., 2025 ; Wei et al., 2023) (Figure 4).
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Figure 4 : Réponse inflammatoire induite par les particules de SCR

L'activation de la réponse inflammatoire par la SCR induit une série de processus moléculaires
complexes. Initialement, la SCR active le facteur de transcription NF-kB dans le cytoplasme.
Ce dernier se transloque dans le noyau, ou il se lie aux promoteurs des génes codant pour
des molécules clés telles que NLRP3, IL-18 et IL-18. En paralléle, la SCR entraine la généra-
tion de ROS, qui jouent un réle crucial dans l'activation de l'inflammasome NLRP3. Une fois
activé, l'inflammasome NLRP3 initie le clivage de la pro-caspase-1, entrainant I'auto-activation

de la caspase-1. Cette enzyme, a son tour, clive les précurseurs des cytokines pro-inflamma-
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toires pro-IL-18 et pro-IL-18, les convertissant en leurs formes actives, IL-18 et IL-18. Par ail-
leurs, la caspase-1 clive également la gasdermine D, libérant de la sorte sa forme active, la
gasdermine-NT. Cette protéine active s'oligomérise et forme des pores dans la membrane
plasmique des cellules, ce qui permet la libération des cytokines pro-inflammatoires dans le
milieu extracellulaire. En conséquence, ce mécanisme de signalisation conduit a la pyroptose,
un type de mort cellulaire inflammatoire caractérisé par l'activation de l'inflammasome et la

libération de substances inflammatoires.

Silice cristalline et pathologies

L’inhalation de SCR est responsable du développement de diverses pathologies
pulmonaires, dont la fibrose pulmonaire, appelée silicose dans ce contexte (Hoy &
Chambers, 2020).

Silicose

La silicose est une fibrose pulmonaire nodulaire résultant de la déposition de
particules de SCR dans les sacs alvéolaires, ou elles sont ensuite phagocytées par
les macrophages et d’autres cellules phagocytaires. |l est établi que cette phagocytose
entraine une réponse inflammatoire au sein du macrophage, accompagnée de la for-
mation de nodules silicotiques. La silicose se manifeste sous trois formes principales :
la forme chronique, qui est la plus courante, la silicose accélérée et la silicose aigué

(Silicose - Troubles pulmonaires, Redlich C. et al., 2023).

Pathologies associées a I'exposition a la silice

Les patients atteints de silicose sont a risque de développer divers troubles res-
piratoires tels qu’une tuberculose, une bronchopneumopathie obstructive chronique ou
encore un cancer du poumon. Par ailleurs, il est intéressant de noter qu’une exposition
chronique aux particules de SCR a été associée au développement de divers types de

maladies auto-immunes (Kawasaki, 2015 ; Hoy & Chambers, 2020).
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Les maladies auto-immunes

Il a été démontré que les personnes atteintes de silicose présentaient un risque
trois fois plus élevé de développer des MAI, telles que l'arthrite rhumatoide, le lupus
érythémateux systémique ou encore la sclérodermie, par rapport aux individus

exempts de silicose (Hoy & Chambers, 2020).

Les réponses interférons de type | (IFN-I) jouent un réle crucial dans le déve-
loppement des MAI. En effet, les patients souffrant de lupus, sclérose systémique et
de dermatomyosite présentent une augmentation de la signalisation des IFN-I, et la
dérégulation de cette voie pourrait étre impliquée dans le développement de ces pa-
thologies (Fernandez-Ruiz & Niewold, 2022). Toutefois, I'implication exacte des IFN-I

dans le cadre d’une exposition a la silice demeure encore a clarifier.

Réponse interféron de type |

Les interférons sont des glycoprotéines découvertes il y a 60 ans, jouant un réle
clé dans la défense de I'organisme contre les infections. Cette famille de cytokines
multigéniques constitue une réponse clé du systéme immunitaire innée (Giordano et
al., 2010).

Il existe trois familles d’IFN : les IFN-I, les IFN-II et les IFN-III. Les interférons
de type | et Il sont produits par les cellules lors d'une infection virale ou d'une infection
par d'autres pathogenes, via les voies des PRRs « Pathogen Recognition Receptors »,
incluant RIG-1, MDA7, PKR, TLR3, TLR7, TLR9 et STING. En revanche, l'interféron de
type I, I'lFN-y, est principalement produit par les lymphocytes T activés par un anti-
gene. Les interférons de type | et Il sont donc des produits du systeme immunitaire
inné, congus pour mettre en place des états antiviraux directs et immédiats dans les
cellules, tout en modulant les réponses immunitaires adaptatives. L'IFN-y, quant a lui,
est un produit de I'immunité adaptative qui agit sur les cellules de I'immunité innée,
notamment les macrophages (Walter, 2020 ; McNab et al., 2015 ; Ivashkiv & Donlin,
2014).
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Dans le cadre d’'une exposition chronigue a la SCR, une augmentation des IFN-
| a été observée dans les homogénats de poumons de souris traités a la silice (Gior-

dano et al., 2010). Ce travail se focalisera donc sur I'étude de ces cytokines.

Composition des IFN-I

Les IFN-I constituent une famille de cytokines structurellement et fonctionnelle-
ment apparentées. Cette famille inclut principalement les IFN-a et les IFN-3, mais com-
prend également les IFN-w), € et k. Ces trois derniers sont moins bien caractérisés en
raison de leur faible expression tissulaire, de fonctions chevauchantes avec les IFN-a
et IFN-B, ainsi que de variations inter-espéces. La production des différents sous-types
d’IFN-I dépend a la fois du type cellulaire ainsi que des caractéristiques du microenvi-
ronnement (Ali et al., 2019).

Fonctions des IFN-I

Les IFN-I sont des polypeptides sécrétés par les cellules du systeme immuni-
taire infectées, mais également par d'autres types cellulaires (cellules épithéliales, fi-
broblastes, etc.) et jouent un réle central dans la réponse immunitaire. lls remplissent
trois fonctions principales : tout d’abord, ils induisent des états antimicrobiens intracel-
lulaires dans les cellules infectées ainsi que dans les voisines, limitant ainsi la propa-
gation des agents infectieux, en particulier les agents pathogénes viraux. Ensuite, les
IFN-I modulent les réponses immunitaires innées de maniére équilibrée, c’est-a-dire
en favorisant la présentation des antigenes, en soutenant les fonctions des cellules
NK (Natural Killer) tout en inhibant les voies pro-inflammatoires et la production exces-
sive de cytokines. Enfin, ils activent le systeme immunitaire adaptatif, stimulant le dé-
veloppement des réponses spécifiques des lymphocytes B et T et contribuant a la
formation de la mémoire immunologique (lvashkiv & Donlin, 2014).
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Signalisation et induction des IFN-I

L’IFN-B peut étre produit par la plupart des types cellulaires de I'organisme, tan-
dis que I'lFN-a est majoritairement produit par une classe particuliére dérivant des cel-
lules hématopoiétiques, les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC). Certaines cel-
lules du systeme immunitaire inné, telles que les macrophages et cellules dendritiques
(DC), produisent les IFN-I aprés avoir détecté des composants du pathogéne via dif-
férents PRRs localisés a la surface, dans le cytosol ou dans les compartiments en-
dosomaux des cellules. Ces PRRs peuvent reconnaitre des acides nucléiques étran-
gers ainsi qu’un nombre limité de mais également des acides nucléiques du soi
lorsqu’ils se trouvent hors des cellules ou hors de leur compartiment physiologique
(noyaux, mitochondrie). Parmi les voies conduisant a la production d’IFN-a/@, on re-
trouve I'activation des TLRs « Toll-Like Receptors », notamment le TLR4. Ce dernier
reconnait généralement les LPS « Lipopolysaccharides » bactériens et constitue le
TLR le plus puissant pour I'induction des IFN-a/B (Ivashkiv L. & Donlin L., 2014). Divers
articles décrivent la potentielle implication de TLR4 dans les réponses observées suite

a une exposition a la SCR (lwasaki, 2012).

Les IRF7 et IRF3 « Interferon Regulatory Factor » sont majoritairement respon-
sables de la production des IFN-I. Suite a une infection virale, les cellules immunitaires
innées entrent en contact avec des substances antigéniques spécifiques aux virus,
telles que I’ADN ou I'ARN, via les PRRs, entrainant I'action de molécules de signalisa-
tion cytosoliques et transmembranaires responsables de la phosphorylation d'IRF7/3
dans le cytosol. Les diméres d’'IRF7 ou les hétérodiméres IRF3/IRF7 peuvent ensuite
se transloquer dans le noyau pour initier I'expression des génes de I'lFN-I (Ma et al.,
2023) (Figure 5). Honda et Taniguchi ont rapporté que le diméere homodimérique
d’'IRF7 ou le dimére hétérodimérique IRF3/IRF7, plutdét que le dimére homodimérique
d’'IRF3, joue un réle prépondérant dans la production d’IFN-I en réponse a une infec-
tion virale. IRF3 et IRF7 sont tous deux des ISGs « Interferon-Stimulated Genes »,
c’est-a-dire, des genes dont la transcription est induite en réponse a la production des
IFN-I.
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Signalisation et induction des ISGs

L’IFN-B et tous les sous-types d’IFN-a exercent leurs effets en se liant a un
récepteur transmembranaire hétéromérique constitué des sous-unités IFNAR1 et IF-
NAR2 « Interferon a/ Receptor 1/2 ». Cette interaction déclenche l'activation des pro-
téines associées au récepteur, JAK1 « Janus Kinase-1 » et TYK2 « Tyrosine Kinase-
2 ». Dans la voie canonique de la signalisation médiée par IFN-a/B, JAK1 et TYK2
activés phosphorylent les protéines STAT1 et STAT2 « Signal Transducers and Acti-
vators of Transcription » présentes dans le cytosol. Cette phosphorylation conduit a
leur dimérisation, suivie de leur translocation nucléaire aprés la liaison d’IRF9 pour
former le complexe ISGF3 « Interferon-Stimulated Gene Factor-3 ». Ce complexe se
lie par la suite aux ISRE « Interferon-Stimulated Response Element » dans les promo-
teurs des ISGs, activant ainsi la transcription de ces derniers. Ainsi, les IFN-a/p indui-
sent I'expression de centaines d'ISGs, dont de nombreux génes jouent un rdle crucial
dans I'établissement d’'un état antiviral au sein de la cellule. Les protéines codées par
les ISGs restreignent l'activité des pathogenes par divers mécanismes, notamment
I'inhibition de la transcription, de la traduction et de la réplication virale, la dégradation
des acides nucléiques viraux, ainsi que l'altération du métabolisme cellulaire des li-
pides (Figure 5) (Paludan & Bowie, 2013).

Stimulus
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Figure 5 : Signalisation et production d’IFN-I et d’ISGs
Apres détection d’un stimulus par un PRR, ici le TLR4 endosomal, une cascade de signalisa-
tion entraine la phosphorylation du complexe hétérodimérique IRF3/IRF7 suivie de sa translo-

cation nucléaire. Le complexe se fixe sur les ISRE, induisant ainsi la transcription du géne
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codant pour I'IFN-B. L’IFN-8 se lie a son récepteur IFNAR1/2, activant la voie Jak/Stat. Cette
voie implique la formation du complexe ISGF3, qui induit la transcription des ISGs, notamment
IRF7. Phosphorylé et dimérisé, IRF7 se transloque dans le noyau pour stimuler la transcription

des genes codant pour les IFN-I, a savoir IFN-a/ ici.

Cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (DC) sont des acteurs clés de l'initiation et I'orchestra-
tion de la réponse immunitaire, agissant en tant que cellules présentatrices d’antigénes
(CPA) aux lymphocytes. Elles forment une population hétérogene de leucocytes déri-

vés de cellules souches hématopoiétiques (Balan et al., 2019).

Les DC sont les seules CPA capables d’activer les lymphocytes T naifs, tout en
régulant la réponse secondaire de maniére spécifique a I'antigéne. Leur fonction varie
selon leur sous-type ainsi que du type de stimulus percu. Elles interviennent dans la
régulation des infections, l'initiation de la réponse inflammatoire et 'amorgage de la
réponse immunitaire spécifique. De plus, elles contribuent a I'induction de la tolérance
immunitaire et la régulation de 'homéostasie immunitaire (Granot et al., 2017). A leur
état immature, les DC (iDC) sont présentes dans les tissus lymphoides et non lym-
phoides, ou elles échantillonnent en permanence leur environnement afin de détecter
la présence de pathogénes. Lorsqu’elles détectent un pathogéne, elles subissent une
maturation, migrent vers les ganglions lymphatiques et présentent les antigenes aux
lymphocytes T qui s’y trouvent. Cette maturation s’accompagne de changements phé-
notypiques et fonctionnels distincts. Les DC immatures et matures jouent donc des
réles spécifiques et complémentaires dans l'initiation et la régulation des réponses im-

munitaires adaptatives (Yin et al., 2021 ; Leblanc-Hotte et al., 2023).

Grace a I'utilisation de la technologie scRNA-seq « Single-Cell RNA Sequen-
cing », il a été possible de classer les différents sous-types de DC. Ce classement a
eté effectué selon leur ontogenése. En effet, les DC humains peuvent étre distinguées
en 5 sous-types : DC classiques de types 1 (cDC1), DC classiques de type 2 (cDC2),
cellules de Langerhans (LC), DC plasmacytoides (pDC) et DC dérivées de monocytes
(mo-DC) aussi appelées DC inflammatoires. (Segura, 2016). Un résumé des différents

types de DC est repris dans le Tableau 1.
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Cellules dendritiques classiques de type 1

Les cDC1 sont localisées dans les tissus périphériques ainsi que dans les or-
ganes lymphoides. Elles ont une capacité migratoire inférieure a celle des cDC2 et ont
par ailleurs démontré leur capacité a polariser les lymphocytes T naifs en sous popu-
lations Thl et Th2, favorisant ainsi la réponse immunitaire cellulaire via les lympho-
cytes T CD4* (Granot et al., 2017). Elles sont principalement spécialisées dans la pro-
duction d’interféron de type Il (IFN-I11).

Cellules dendritiques classiques de type 2

De la méme maniere que les cDC1, les cDC2 sont présentes dans les tissus
périphériques ainsi que dans les organes lymphoides et sont capables d’induire une
polarisation des lymphocytes T naifs CD4* en lymphocytes Thl et Th2 (Granot et al.,
2017). Les cDC2 sont les DC les plus efficaces en ce qui concerne la synthése d’un
sous-type de l'interleukine-12, I'lL-12p70. Par ailleurs, les cDC2 se distinguent par leur
abondance dans la circulation sanguine (Segura E., 2022).

Cellules de Langerhans

Les LC sont des DC résidentes et sont localisées dans la couche basale de
I'épiderme ainsi que dans les épithéliums stratifiés squameux (Collin & Bigley, 2018).
Selon certaines hypotheses, ils pourraient étre considérés comme des phagocytes
epidermiques, les classifiant ainsi parmi les macrophages cutanés (Segura E., 2022).

Cellules dendritiques plasmacytoides

Les pDC se localisent principalement dans les organes lymphoides. Ce sous-
type de DC est responsable d’'une grande production de cytokines en réponse aux
infections virales (Macri et al, 2017). En effet, leur majeure caractéristique est leur

spécialisation dans la production et sécrétion d’IFN-I, surtout I'lFN-a (Segura, 2016).
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Les pDC se distinguent par leur noyau excentrique ainsi que leur réticulum endoplas-

mique et appareil de Golgi proéminent, et ce, pour 'importante production d’IFN-I

Cependant, en raison de leur rdle clé dans la production d’IFN-I et leur capacité
a reconnaitre les acides nucléiques du soi, les pDC sont impliquées dans de nom-
breuses MAI telles que le psoriasis ou le lupus érythémateux systémique (Collin &
Bigley, 2018). Ces pDC ne sont toutefois pas efficaces dans la stimulation de la diffé-
renciation de lymphocytes T CD8* (Segura E, 2022).

Cellules dendritiqgues dérivées des monocytes

Les cellules dendritiques dérivées de monocytes sont recrutées lors de proces-
sus inflammatoires, ce qui explique qu’elles sont également connues sous le nom de
« DC inflammatoires », bien que d’autres cellules dendritiques soient également pré-
sentes durant I'inflammation. La présence de ces cellules myéloides inflammatoires a
été signalée dans divers contextes pathologiques chez I'humain, tels que 'eczéma, le
psoriasis, la sensibilisation cutanée, la rhinite allergique, la maladie cceliaque, la syno-
vite ou encore la péritonite. Il a été démontré que ces mo-DC prédominent parmi les
cellules myéloides inflammatoires accumulées. Le fait que les mo-DC n’expriment pas
CD1c et FceR1 les rend plus proches des macrophages en termes de phénotype (Col-
lin & Bigley, 2018) mais leur morphologie ressemblant a celle des DC facilite la distinc-
tion entre les deux types cellulaires (Segura, 2016). De maniére similaire aux cDC2,
les mo-DC sont spécialisés dans la sécrétion d’'IL-12p70. Une des caractéristiques des
mo-DC est leur efficacité en ce qui concerne la différenciation des lymphocytes T en

lymphocyte T cytotoxique CD8* (Segura E. 2022).

cDC1 cDC2 pDC Mo-DC LC
Fonctions | Activation de | Production Producteurs | Recrutées du- @ Cellules pré-
princi- Fimmunité d’'IL-12p70. | majeurs rant linflam- | sentatrices

cellulaire via | Sous-type le  d’'IFN-I suite mation, rble d’antigénes
pales les lympho- plus présent | aux infec- | clé dans l'acti-  résidant dans

cytes T | dans le | tions virales. | vation des | les épithé-

DC4+. Im-  sang. lymphocytes | liums.

portante pro- T.

duction

d’IFN-I11.

Tableau 1 : Résumé des différents sous-types de cellules dendritiques
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Cellules dendritiques et silice cristalline

La silice cristalline inhalée affecte plusieurs types de cellules, notamment les
macrophages, les cellules dendritiques, les neutrophiles, les fibroblastes et les cellules
épithéliales, entrainant une activation cellulaire, une inflammation et un stress oxydatif
(Giordano et al., 2010). A ce jour, I'implication des DC dans la prise en charge de la
SCR inhalée demeure encore peu comprise. Toutefois, de nombreuses interrogations
subsistent concernant leur implication dans les réponses inflammatoires et immuni-

taires déclenchées dans le poumon suite a I'inhalation de SCR.

Kang et Lim (2012) ont montré que I'exposition des DCs de souris (lignée
DC2.4) aux nanoparticules de silice mésoporeux entrainait une augmentation de la
production de cytokines pro-inflammatoires, telle que le TNFa. lls ont noté que cette
inflammation était d’autant plus marquée en réponse a des nanoparticules ultrafines
(10-50 nm), contrairement aux particules de plus grande taille (1-5 um), ce qui souligne

'importance de la taille des particules dans leur potentiel inflammatoire.

D’autre part, Benmerzoug et al. (2018) ont élucidé des mécanismes clés con-
cernant la réponse des DCs aux particules de SCR in vitro. En effet, ils ont démontré
gue les DC dérivées de moelle osseuse (BMDCs), aprés exposition a la SCR pendant
24 heures, subissaient un stress mitochondrial accompagné d’'une production accrue
de ROS (Reactive Oxygen Species) et d’'une mort cellulaire par apoptose, dépendante
de la voie STING. Cette derniére serait induite par la libération d’ADN double-brin
(dsDNA) et mitochondrial (ADNmt) par les BMDCs. De plus, les BMDCs déficientes en
cGAS présentaient une réponse interféron de type | significativement diminuée aprés

exposition.

Bien que des avancées importantes aient été faites, il reste nécessaire d’appro-
fondir les recherches sur I'implication des DCs dans la prise en charge des particules
de SCR inhalées. Cela permettrait d’éclairer les pathologies pulmonaires liees a cette

exposition et potentiellement de développer des approches thérapeutiques.
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ll.  HYPOTHESE DE TRAVAIL ET OBJECTIFS

Jusqu’a présent, les macrophages ont été le principal type cellulaire étudié en
ce qui concerne la prise en charge des particules de SCR par le systeme immunitaire.
En effet, il est établi que les particules de SCR, en raison de leur persistance, activent
linflammasome NLRP3 au sein des macrophages, ce qui entraine une libération de

cytokines pro-inflammatoires dans le milieu extracellulaire.

Par ailleurs, des études préliminaires réalisées au laboratoire ont révélé que,
dans les poumons de souris exposées, I'inflammation était également accompagnée
d’'une production d’IFN-I. Cependant, la libération d'IFN-I n’a pas été observée dans
nos modeles in vitro de macrophages alvéolaires ou dérivants des monocytes THP-1
exposeés a la silice cristalline. Cela laisse donc supposer que d’autres types cellulaires

pourraient étre impliqués dans la réponse IFN-I observée in vivo.

Etant donné le réle clé des cellules dendritiques dans la production d’IFN-I, I'ob-
jectif principal de ce travail a été d’investiguer leurs réponses suite a une exposition a
la SCR et a identifier les différences potentielles entre les DC, les macrophages et

monocytes THP-1, déja bien étudiés au laboratoire.

Pour ce faire, des monocytes de lignée THP-1 ont été différenciés en macro-

phages ainsi qu’en iDC et mDC. A partir de ces cultures, nous avons effectué :

a) Une analyse par cytométrie en flux pour confirmer la présence des quatre
types cellulaires ;

b) Des dosages ELISA pour quantifier les concentrations de cytokines pro-in-
flammatoires, IL-1B et TNF-a, dans les surnageants suite au traitement a la
SCR;

c) Des analyses par RTq-PCR pour quantifier les transcrits codant pour IFN-3
suite a une exposition a la SCR.

Parallelement, des expériences similaires ont été réalisées avec des monocytes
sanguins frais isolés a partir d'une poche de sang, puis différenciés en macrophages
ainsi qu’en IDC et mDC. En effet, bien que les cellules THP-1 constituent un modele
cellulaire humain reconnu, elles ne refletent pas toujours fidélement les réponses im-

munitaires et les caractéristiques biologiques des monocytes sanguins. Utiliser des
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monocytes sanguins frais offre un modéle physiologiguement pertinent, permettant
une compréhension des processus immunitaires qui pourraient se dérouler au sein du

poumon.

1. MATERIELS ET METHODES

Culture et difféerenciation de la lignée monocytaire THP-1

La lignée humaine monocytaire THP-1 (ATCC TIB-202), dérivée d’un patient
atteint d’'une leucémie monocytaire aigué a été utilisée pour des expériences prélimi-
naires. Les cellules ont été maintenues en culture (2,5.10° cellules/mL) a 37°C et 5%
de CO2 dans du milieu RPMI 1640 (Thermo Fisher Scientific, Cat #52400025) supplé-
menté avec 10% de FBS décomplémenté (fetal bovin serum, Thermofisher, Cat
#A3381901), 1% d’antibiotiques et antimycotiques (AA) (Thermo Fischer, Cat
#15240062) et 0,05 mM de B-mercaptoéthanol (Thermo Fisher, Cat #21985023). Les

cellules ont été passees deux fois par semaine.

Des différenciations en différents types cellulaires ont été réalisées (3,75.10°
c/w de plaques 48 puits). Pour différencier les monocytes THP-1 en macrophages
THP-1, les cellules ont été traitées avec 100 nM de phorbol-12-myristate 13-acetate
(PMA) (ATCC, LC laboratories, Cat #P-1680) dans leur milieu de culture pendant 48
heures & 37°C et 5% de CO2. Pour la différenciation en cellules dendritiques immatures
THP-1, un traitement avec du Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor
(GM-CSF) (Thermo Fischer, Cat #17831823) a 100 ng/mL et de I'lL-4 (Fischer Scien-
tific, Cat #17840813) a 100 ng/mL a été réalisé, avec un changement de milieu tous
les 48 heures pendant 6 jours a 37°C et 5% CO2. Finalement, pour la différenciation
en cellules dendritiques matures THP-1, les monocytes THP-1 ont éteé traités pendant
72 heures a 37°C et 5% CO2avec du GM-CSF a 100 ng/mL, de I'lL-4 & 200 ng/mL, du
Tumor Necrosis Factor a (TNFa) (Fischer Scientific, Cat #17840043) a 20 ng/mL et de
'ionomycine (Sigma Aldrich, Cat #10634-1MG) a 200 ng/mL. Le protocole de différen-
ciation des monocytes THP-1 en cellules dendritiques a été repris du groupe de Holken
et al. (2023).
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Isolation, culture et différenciation des monocytes sanguins humains

Des monocytes sanguins humains frais ont été différenciés en macrophages
M1 et M2, ainsi qu’en cellules dendritiques immatures et matures afin d’étudier leurs

réponses a I'exposition a la silice cristalline.

Les cellules utilisées ont été isolées a partir de poches de poches de sang de
donneurs sains. Apres récupération de la fraction leucocytaire, une étape de rosetting
a permis d’isoler les cellules CD2°, comportant la population monocytaire. Ces cellules
ont ensuite été purifiées par tri magnétique (MACS) en ciblant les cellules exprimant
'antigéne CD14*.

Les monocytes purifiés ont été cultivés en présence de cytokines, a des con-
centrations définies, pour induire leur différenciation. Une période d’incubation de sept
jours a été nécessaire pour obtenir des macrophages et des cellules dendritiques dif-

férenciés et matures.

Ce protocole est basé sur les travaux de Delhez et al. (2024) qui décrivent en
détail les étapes nécessaire pour obtenir des macrophages et cellules dendritiques a

partir de monocytes sanguins humains.

Isolation des cellules mononucléées du sang périphérique

Les poches de sang utilisées ont été prélevées auprés de donneurs sains au
sein des Cliniques Universitaires Saint Luc. Aprés centrifugation a 3 274 g pendant 20
minutes a 4°C, le sang est séparé en trois phases distinctes : le plasma en surface,
les leucocytes au centre (buffy coat) et les érythrocytes au fond. Les leucocytes, cor-
respondant aux cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) ont été isolés a
l'aide d’'un extracteur manuel. Cette population cellulaire comprend principalement des

monocytes et des lymphocytes.

Ces PBMC ont été purifiées selon leur gradient de densité, éliminant les résidus
de plaquettes, globules rouges et neutrophiles restants, en utilisant une Lymphoprep
(Stemcell Technologies, Cat #07851). Pour ce faire, la suspension cellulaire a été di-
luée de moitié dans du D-PBS 1X (ITW Reagents, Cat #A0964,9050) contenant 1mM
d’acide éthylene-diamine-tétra-acétique (EDTA) (Thermo Fisher Scientific, Cat
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#15575-038). La suspension obtenue a ensuite été déposée délicatement sur une
couche de Lymphoprep. Une centrifugation a 900 g pendant 20 minutes a température
ambiante, avec une accélération et une déceélération douce, a permis de séparer effi-

cacement les cellules selon leur densité.

Aprés centrifugation, les différentes fractions cellulaires se sont réparties dans
le tube selon leur densité. De la partie supérieure vers le culot, nous pouvons distin-
guer : le plasma et les plaquettes ; un mince anneau blanc de faible densité contenant
les cellules mononucléées et quelques neutrophiles ; un anneau plus large contenant
principalement les éosinophiles et neutrophiles plus denses ; et, au fond, le culot com-
posé des érythrocytes.

Le mince anneau blanc contenant les PBMC a soigneusement été prélevés et trans-
férés dans un tube préalablement enrobé de FBS pendant 24 heures a 4°C afin de
limiter 'adhésion non-spécifique des cellules. Les PBMC ont ensuite été lavés pour
éliminer les résidus de Lymphoprep a I'aide de plusieurs centrifugations successives
a 400 g pendant 10 minutes a température ambiante, suivies de resuspensions dans
une solution tamponnée de D-PBS 1X contenant 1 mM d’EDTA.

Enfin, ces cellules ont été re suspendues dans du milieu RPMI 1640 et un comp-
tage a été réalisé avec la solution de Turke (Merck, Cat #109277), un colorant permet-
tant de compter les leucocytes tout en lysant les plaquettes et les globules rouges

résiduels.

Isolation des cellules CD2 négatives

La population cellulaire de PBMC précédemment isolée se compose de deux
grandes catégories de cellules : celles positives pour le marqueur CD2, correspondant
aux lymphocytes, et celles négatives pour ce marqueur, correspondant aux mono-
cytes. Ces deux populations cellulaires sont séparées par une technique appelée « ro-
setting », basée sur I'affinité entre les cellules CD2* et des globules rouges de mou-

tons.

Les cellules, resuspendues dans du milieu RPMI 1640 a 107 cellules/mL ont été
mises en contact avec des globules rouges de moutons (Labor Dr. Merk, Cat #E-410)
a raison de 1 mL de globules rouges pour 5.107 PBMC. Aprées une incubation de 5
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minutes a température ambiante, cette suspension cellulaire a de nouveau été sépa-
rée par centrifugation a 900 g, a température ambiante, pendant 20 minutes, a l'aide
d’un gradient de densité (Lymphoprep). A ce stade, les cellules CD2" contenant les
monocytes se trouvent dans I'anneau blanc de faible densité, tandis que les cellules
CD2* liées aux globules rouges forment le culot. Ces derniéres correspondent donc
aux lymphocytes T et aux cellules NK, et pourront étre utilisées pour d’autres expé-

riences.

La fraction CD2" a ensuite été récupérée dans un tube préalablement enduit de
FBS et comptée a l'aide de la solution de Tlrke avant d’étre resuspendue dans du
milieu RPMI 1640.

Isolation des monocytes (CD14%) depuis les CD2

Les cellules négatives pour le marqueur CD2 contiennent la population mono-

cytaire positive pour le marqueur CD14.

Pour isoler ces monocytes, la technique MACS (Magnetic Activated Cell Sorting) a été
utilisée. Cette méthode consiste en une incubation de la fraction CD2" pendant 20 mi-
nutes a 4°C avec des anticorps anti-CD14, marqués de billes magnétiques (Miltenyi
Biotec, Cat #130-050-201). La suspension cellulaire a ensuite été purifiée par un seé-
parateur automatique, 'AutoMACS. Ce dispositif permet, a I'aide d’'un aimant, la réten-
tion dans la colonne des cellules marquées avec 'anticorps, donc CD14*. Les cellules
non marquées, donc les CD14-, sont éluées en premier. Aprés retrait des aimants, les

monocytes positifs pour CD14 ont aussi €luées.

Les monocytes obtenus sont comptés au Bleu de Trypan et resuspendus dans
du RPMI 1640. Ces cellules peuvent étre conservées a -80°C dans un milieu compre-
nant 50% de RPMI 1640, 40% de FBS et 10% de diméthyl-sulfoxyde (DMSO) (Sigma-
Aldrich, Cat #D4540).
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Différenciation des monocytes en macrophages M1 et M2

Les monocytes ont été exposés a différentes cytokines avec des changements
de milieu réguliers afin d’aboutir a leur différenciation en macrophages M1 ou en ma-

crophages M2 (Figure 6).

Le milieu utilisé a été du milieu RPMI 1640 contenant de la L-Glutamine et du
HEPES (Thermo Fischer Scientific, Cat #22400089) complémenté avec 10% de FBS
décomplémenté, 1% de AA (Thermo Fischer Scientific, Cat #15240062) et 1,5 mM de
GlutaMAX (Thermo Fischer Scientific, Cat #35050061).

Les monocytes frais ont été mis en plaque de 48 puits a raison de 2,5.10° cel-
lules/puit dans un volume final de 1 mL. Pour les macrophages M1, le milieu de culture
a été supplémenté de 50 ng/mL de GM-CSF (Thermo Fischer Scientific, Cat
#17831823). Pour les M2, 50 ng/mL de Macrophage Colony-Stimulating Factor (M-
CSF) (Thermo Fischer Scientific, Cat #17882763) a été ajouté dans leur milieu de cul-

ture.

Aprés une incubation pendant 72 heures a 37°C et 5% de COz2, le milieu de
culture a été changé. Pour cela, les cellules ont été centrifugées pendant 7 minutes a
300 g, leur milieu a été aspiré et remplacé par du milieu frais contenant 50 ng/mL de
GM-CSF pour les M1 et 50 ng/mL de M-CSF pour les M2.

Une incubation de 72 heures a 37°C et 5% de CO:2 a de nouveau été nécessaire
pour poursuivre sur leur polarisation. Pour cela, un changement complet du milieu de
culture a été nécessaire afin d’étre remplacé par des solutions de milieu enrichies en
cytokines. Celle des M1 était composée de 20 ng/mL d’interféron-gamma (IFN-y)
(Thermo Fischer Scientific, Cat #300-02-20UG) et de 50 ng/mL de lipopolysaccharide
(LPS). Et celle des M2 était composée de 20 ng/mL d’IL-4 et de 20 ng/mL d’IL-10. Une
incubation de 24 heures a 37°C et 5% de CO:2 a permit une polarisation compléte des
macrophages.
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Différenciation des monocytes en cellules dendritigues immatures et matures

Les monocytes ont été exposés a différentes cytokines avec des changements
de milieu réguliers afin d’aboutir a leurs différenciations en iDC. Leur maturation a été

réalisée avec un cocktail de cytokines différent (Figure 6).

Le milieu de culture est le méme que celui utilisé dans le protocole de différen-

ciation des monocytes en macrophages.

Les monocytes frais ont été mis en plague de 48 puits a raison de 2,5.10° cel-
lules/puits dans un volume final de 500uL. Ce milieu a été enrichi en cytokines a raison
de 60 ng/mL d’IL-4 et 200 ng/mL de GM-CSF. Les cellules ont été incubées pendant
48 heures a 37°C et 5% de CO:2 avant d’a nouveau supplémenter leur milieu avec 60
ng/mL d’IL-4 et 100 ng/mL de GM-CSF pour atteindre un volume final de 1 mL. Une
nouvelle incubation de 72 heures a 37°C et 5% de COz a permit d’obtenir des cellules
dendritiques immatures. De 14, une partie de ces cellules ont été maturées durant 24
heures en ajoutant directement le cocktail de réactifs suivant dans les milieux de cul-
ture : de I'lL-4 & 30 ng/mL, du GM-CSF a 50 ng/mL, du TNFa a 10 ng/mL et du Poly(l:C)
(InvivoGen, Cat# tlrl-pic) a 50 pg/mL.
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Figure 6 : Protocole de différenciation des monocytes sanguins humains en macro-
phages M1 et M2 et en cellules dendritiques immatures et matures.

Les monocytes sanguins précédemment isolés grace aux marqueurs CD2 et CD14, ont été
mis en culture avec des cocktails de cytokines spécifiques a chaque type cellulaire. Les ma-
crophages M1 ont été stimulés avec du GM-CSF puis de I'l[FN-y et du LPS ; les macro-
phages M2 avec du M-CSF puis de I'lL-4 et de I'lL-10 ; les cellules dendritiques immatures
avec du GM-CSF et de I'lL-4, une partie de ces dernieres ont été maturées par stimulation
avec de I'lL-4, du GM-CSF, du TNF-a et du Poly(I:C) (Protocole repris de Delhez et al
(2024)).

Min-U-Sil-5

Les particules de Min-U-Sil-5 (US Silica, Cat #15062696) ont préalablement été
stérilisés dans un four (200°C, 2 heures). Les particules ont été resuspendues dans
du milieu RPMI 1640 (supplémenté avec 1% d’AA pour THP-1 et de I'Hepes, 10% de
FBS décomplémenté, 1% d’AA et 1,5 mM de GlutaMAX pour les monocytes sanguins)
pour obtenir une solution stock de 40 cm2/mL pour les THP-1 et 10 cm2/mL pour les
monocytes sanguins. Les solutions stock ont ensuite étés soniquées (4°C, 3 minutes,

30% d’amplitude). Les cellules ont été exposées a la silice cristalline pendant 24h a
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10 cm?/mL pour les THP-1 et a 5 cm?/mL pour les monocytes sanguins dans l'incuba-
teur stérile a 37°C et 5% COz2. Suite a l'incubation, les surnageants ont été collectés

(1200 rpm, 5 minutes) et ont été stockés a -80°C.

Poly (I:C)

L’utilisation de Poly (I:C) (Polyinosinic-polycytidylic acid, Invivogen, tlrl-pic) nous
a servi de contréle positif a la production de transcrits d’'IFN- (Chera et al., 2023). ||
s’agit d’'un analogue synthétique d’ARN double brin (ARNdb) qui est reconnu par les
senseurs d’ARNdb et induit leur activation. Le Poly(l:C) a été transfecté (2,5 pg/mL)
dans les cellules a l'aide de Lipofectamine 2000 (LF2000) (Termofisher, Cat
#11668019). Pour réaliser la transfection, le milieu de culture a été remplacé par du
milieu Opti-MEM afin de limiter le taux de FBS, capable d’interférer avec la transfection
(Peng et al., 2015) (Thermofisher, Cat #31985070). Une solution stock de Poly (I:C) a
été utilisée et 5 pL on été ajouté a 495 uL d’Opti-MEM (pour chaque puits d’'une plaque
48 puits). En paralléle, 250 yL de LF2000 ont été ajouté a 250 uL d’Opti-MEM (pour
chaque puits d’'une plaque 48 puits). Aprés une incubation de 5 minutes a température
ambiante, les deux solutions ont été incubé ensemble durant 10 minutes a température
ambiante. 1mL de ce mélange a été ajouté a chaque puits. Une incubation de 24h
dans un incubateur stérile a 37°C et 5% de CO2 s’en est suivie. Le milieu a été changé

aprés 4 heures par du milieu complet.

Cytométrie en flux

La cytométrie en flux est une méthode immunologique permettant une analyse
gualitative et quantitative de protéines d’intérét localisées a la membrane, en intracel-
lulaire ou encore en intranucléaire. La technigue repose sur le marquage des cellules
avec des anticorps spécifiques de la protéine cible, couplés a des fluorochromes. Les
cellules marquées passent individuellement dans le cytometre en flux, ou elles sont
exposeées a des lasers spécifiques. Ces lasers excitent les fluorochromes, permettant
ainsi la détection des anticorps liés. La présence de la protéine d’intérét est déterminée

en fonction du signal de fluorescence émis par chaque cellule analysée. L’intensité de
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fluorescence est proportionnelle a la quantité d’anticorps liés, ce qui fournit une me-

sure quantitative de I'expression de la protéine cible au sein d’'un groupe cellulaire

Les cellules ont d’abord été transférées dans des tubes FACS (VWR, Cat
#352063), puis lavées deux fois avec du D-PBS 1X, avant d’étre centrifugées (1 500
rpm, 5 minutes). Les récepteurs Fc sont présents en grande quantité sur les mono-
cytes (Junker et al., 2020), ces récepteurs ont été bloqués avec 1 pL d'anticorps anti-
FcBlock (Biolegend, Cat #422301) par tube, puis incubés (10 minutes, température
ambiante) afin d’éviter tout marquage aspécifique. Les cellules THP-1 ont ensuite été
marquées avec les anticorps suivants a raison de 1L par tube FACS : anti-CD14 (PE
anti-human CD14 Antibody, BD Biosciences, Cat #301805), anti-CD11c (PE anti-hu-
man CD11c Antibody, BD Biosciences, Cat #31605) et anti-CD83 (FITC anti-human
CD83 Antibody, BD Biosciences, Cat #305305). Les cellules ont été incubées avec les
anticorps (10 minutes, température ambiante). Un lavage final avec du D-PBS 1X a
été réalisé afin d’éliminer 'excédent d’anticorps, et les cellules ont été maintenues sur

glace, a I'abri de la lumiére, dans le volume résiduel de D-PBS 1X jusqu’a leur analyse.

Les analyses ont été réalisées a 'aide du cytométre en flux FACS Canto I, en
utilisant le logiciel FACS Diva pour 'acquisition des données et FlowJo pour leur trai-

tement.

Le protocole de marquage utilisé pour les monocytes humain est celui expliqué
pour le modele THP-1. Seuls les cocktails d’anticorps et le marqueur de viabilité diffe-
rent. En effet, 100pL des différents master mix ont été ajoutés dans les tubes. Les
master mix sont des solutions de D-PBS 1X dans lesquelles ont été diluées le mar-
gueur de viabilité eFluor780 a raison de 1/400 (Thermo Fischer, #Cat 65-0865-14) et

les anticorps anticorps comme indiqués dans le Tableau 2.
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Panel de détection des cellules

Antigene
cible

CDla
(BD Biosciences,
Cat #563938)

CD11c
(Biolegend,
Cat #301605)
CD83
(Biolegend,
Cat #561960)
CD14

(BD Biosciences,
Cat #340660)

Tableau 2 : Panel de détection utilisé pour les mo-DC et mo-macrophages

dendritiques

Fluoro-
chrome

Bv421

PE

APC

PercP

Concentra-
tion de mar-
quage
(hg/mL)

0,5

0,19

0,25

Panel de détection des macrophages

Antigene
cible

CD163
(Biolegend,
Cat #333612)

CD206

(BD Biosciences,

Cat #551135)
CD80
(Biolegend,
Cat #305227)

CD14

(BD Biosciences,

Cat #340660)
CD86
(Biolgend,
Cat #305406)

Fluoro-
chrome

BVv421

FITC

BV650

PercP

PE

Concentration
de marquage
(Mg/mL)

1

0,13

0,25

Les analyses des monocytes ont été réalisé sur le cytometre en flux Novocyte

Quanteon et le logiciel de traitement des données FlowJo. Ces marqueurs cellulaires

ont servi a caractériser les différents types cellulaires obtenus sur base de leur expres-

sion reprise dans le Tableau 3.
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Types cellulaires

Marqueurs Cellules Cellules
cellulaires  Monocytes Macrophages  Macrophages dendritiques dendritiques
M M2 immatures matures
CD14 + - - - -
CDllc - e + + +
CD80 - + - - +
CD86 - ¥ - - +
CD163 - - + - -
CD206 - - + + -
CDla - - - + -
CD83 - - - - +

Tableau 3 : Expression de marqueurs cellulaires par les monocytes, les macrophages M1 et
M2 et les cellules dendritiques immatures et matures.

ELISA
Principe

Le test ELISA (Enzyme-Linked Immuno Assay) est une méthode de dosage immuno-
enzymatique permettant de quantifier de maniere précise la concentration d’'une pro-
téine libérée dans le surnageant de culture cellulaire. L’ELISA « sandwich » utilise
deux anticorps qui reconnaissent le méme antigéne. Le premier, I'anticorps de capture,
est enrobé au fond des puits d’'une plaque 96 puits (Greiner, Cat #655061), suivi du
blocage des sites de liaisons aspécifiques (PBS + 1% BSA, 1 heure). Les échantillons
a analyser ou les solutions standards du kit (dilués aux concentrations souhaitées dans
du PBS + 1% BSA) ont été ajoutés (100 uL/w, 2 heures d’incubation). Les puits ont
ensuite été incubés avec I'anticorps de détection couplé a la biotine (2 heures), suivi
de I'ajout de la peroxydase de Raifort (HRP) couplé a la streptavidine. La streptavidine
a une forte affinité pour la biotine lui permettant de se lier a I'anticorps de détection.
Chacune des étapes a été suivi de 3 lavages (H20, 10 % PBS et 0,005% Tween 20,
300 pL/w). Finalement, la HRP reconnait son substrat chromogéne, le TMB (3,3',5,5'-
tétraméthylbenzidine), ajouté en dernier lieu (100 pL/w), qui produit une couleur bleue
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lorsqu’il est oxydé avec du peroxyde d’hydrogéne. La réaction de coloration a été ar-
rétée par I'ajout d’'un acide fort, le H2SO4, faisant passer la couleur au jaune (Abs max
= 450 nm). La quantité de coloration générée a été dosée par spectroscopie permet-

tant de quantifier la présence de la protéine d’intérét (loi de Lambert-Beer)

Les surnageants de culture cellulaire ont été utilisés pour le dosage de TNF-a (ELISA
Human TNFa DuoSet, Biotechne, Cat #DY210) et d’IL-18 (ELISA Human IL-1 beta/IL-
1F2 DuoSet, Biotechne, Cat #DY-201). Les échantillons utilisés lors du dosage d’IL-
18 ont été dilués (1:5) dans du PBS + 1% BSA.

Extraction d’ARN et RT-gPCR

La RT-gPCR (Real Time quantitative Polymerase Chain reaction) est une tech-
nique qui permet de mesurer I'expression d’'un géne précis. Elle commence par une
étape de transcription inverse de 'ARN extrait des cellules en ADN complémentaire
(ADNCc). Ensuite, un couple d’amorces spécifiques permet I'amplification d’une portion
ciblée de 'ADNc (amplicon). La quantification des amplicons se fait grace a la détec-

tion de fluorescence émise par le complexe SYBER Green — ADNc double brin.

Afin d’amplifier notre géne d’'intérét (IFN-B), des amorces sens et anti-sens
spécifiques sont nécessaires. Les différents couples d’amorces ont été congus a l'aide
du programme BLAST en utilisant le code FASTA du géne d’intérét, et leur spécificité
a été confirmée par le logiciel BLAT. Le nom et séquences du géne d’intérét se trouve

dans le Tableau 4

Nom Séquence
IFNB1 sens 5 -ATG AGC AGT CTG CAC CTG AAA-3’
IFNB1 antisens 5 -TCT GAC TAT GGT CCA GGC AC-3

Tableau 4 : Nom et séquence du géne d’intérét.
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Extraction de 'ARN

L'extraction de I'ARN a partir des cellules traitées a la SCR a été réalisée a l'aide du
réactif Tripure (Roche Diagnostics, Cat. #11667165001). 3,75 x 10° cellules par puits
ont été traitées avec 200 pL de Tripure et placées a -80°C. Apres décongélation, les
lysats ont été récupérés et le volume de Tripure a été ajusté a 1 mL par échantillon. A
ces 1 mL de Tripure, 200 pL de chloroforme (Sigma-Aldrich, Cat. #708976-8IN) ont
été ajoutés. Apres agitation, les échantillons ont été centrifugés pendant 15 minutes
(12 000 rcf a 4°C) pour séparer la phase aqueuse supérieure de la phase organique
inférieure. 400 uL de la phase aqueuse ont été récupérés par échantillon, auxquels
500 pL de propan-2-ol (Sigma-Aldrich, Cat #8.18766) ont été ajoutés. Les échantillons
ont été incubé a température ambiante pendant 10 minutes afin de faire précipiter
I'ARN. Une nouvelle phase de centrifugation pendant 10 minutes (12 000 rcf et 4°C)
s’en est suivi, et le surnageant a été écarté. Le culot a ensuite été lavé une fois avec
950 uL d'éthanol & 70% avant d’étre centrifugé pendant 5 minutes (7 500 rcf et 4°C)
et le surnageant a été encore une fois écarté. Aprés 5 a 10 minutes d’incubation sur
plaque chauffante a 60°C, les échantillons ont été incubés a température ambiante
pendant une heure. Finalement, le culot a été resuspendu dans 13,5 pL d'eau Ultra-
Pure™ (Invitrogen, Cat #10977-035).

Transcription inverse

A partir de I'ARN extrait et suspendu dans de I'eau UltraPure™, 1 pL d’hexaméres
aléatoires (700 picomoles/U, Eurogentec) ont été ajoutes, puis les échantillons ont été
incubés pendant 5 minutes a 65°C avant d'étre refroidis sur glace. Ensuite, suite a une
bréve centrifugation, un mélange de réactifs pour la transcription inverse a été ajouté

a chaque échantillon.
Mixte (volume par échantillon) :

- 5 L Buffer 5x (first strand buffer, Invitrogen, Cat #28025-013)

- 2,5uL DTT 0.1 M (Invitrogen, Cat #28025-013)

- 2,5 L dNTPs 5 mM (Eurogentec Cat #NU-0010-100)

- 1 pL RT-M-MLV 200 U/uL (Thermo Fischer scientific, Cat #28025-013)
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Le mélange a été incubé pendant 10 minutes a température ambiante, puis 1 heure a
37°C dans un bain-marie. L'activité de la reverse transcriptase a ensuite été inhibée
par une incubation des échantillons (15 minutes, 70°C) avant d’étre refroidie sur glace
et centrifugé brievement. L'ADN complémentaire obtenu a finalement été dilué 5 fois
dans de I'eau UltraPure™.

Standards PCR

Pour réaliser les standards de notre géene d’intérét, des échantillons d’ADNc isolé a
partir de THP-1 traités 18h a I'lFN-a. Les PCR ont été réalisées avec I'enzyme poly-
mérase AmpliTaq Gold (AmpliTag GoldTM DNA Polymerase, Thermo Fischer Scien-
tific, Cat. #N8080241) en suivant le programme de température suivant : 10 minutes a
95°C, suivi de 40 cycles de 15 secondes a 95°C et 1 minute a 60°C. Pour cela, 20 pL

du mixte PCR, suivi de I'ajout de 5 yL de 'ADNCc désiré, ont été ajoutés dans chaque
puits de la plaque PCR (Tableau 5).

Volumes Composants

12,5 UL H20

2,5 pL Tampon 10x (kit AmpliTag Gold™)
3uL MgCI2 25 mM (kit AmpliTag Gold™)
1L dNTPs 5 mM (kit AmpliTaq Gold™)
0,38 pL Primer sens 20 uM

0,38 uL Primer antisens 20 uM

0,25 pL AmpliTaq Gold 5 U/uL

Tableau 5 : Composants et volumes de mixte PCR par échantillon

Les fragments d’ADN amplifiés ont ensuite été purifiés par migration sur un gel d’aga-
rose 2% (E-Gel EX-agarose 2%, precasted, Cat #G402002). Les bandes correspon-
dant au géne d’intérét ont été isolées et TADN amplifié a été extrait a I'aide du kit
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Marcherey-Nagel, Cat #MN740609.50). L’ADN a
ensuite été quantifié (SpectraMax ID3, Molecular devices, USA) et 'absorbance obte-

nue a été convertie en nombre de copies d’ADN par pL (Nbr de copies/uL =

37



(Abs260—Abs320)*50%10+10 310 0%6,02%1023
660*L(pb)

). Des dilutions 1:10 en série ont ensuite été réa-

lisées pour obtenir une droite d’étalonnage de 108 copies ADN/uUL a 102 copies
ADN/pL.

gPCR

Les standards obtenus ont été utilisés pour réaliser la gPCR, permettant de la sorte
une quantification des ADNc provenant des différents échantillons. La technologie
SYBR Green a éteé utilisée avec le thermocycleur StepOnePlus (ThermoFischer). Le
SYBR Green est un agent intercalant fluorescent qui se fixe sur I'ADNc double brin et
émet de la fluorescence uniqguement une fois lié au double brin ’ADNc. Pour chaque
échantillon, 20 puL du mixte gPCR ont été préparés (Tableau 6), suivis de l'ajout de 5
pL de 'ADNc souhaité dans chaque puits de la plaque PCR. Nous avons donc travaillé
avec un volume final de 25uL. Le programme de température suivant a été utilisé : 2
minutes a 50°C, 10 minutes a 95°C, puis 40 cycles de 15 secondes a 95°C et 1 minute
a 60°C. Afin de vérifier la spécificité de I'amplification, une courbe de dissociation a été
générée en augmentant progressivement la température, de 95°C (15 sec a 95°C, 20
sec a 60°C, 15 sec a 95°C). Ce processus a été répété pendant 20 minutes. Les ré-
sultats ont été exprimés sous forme de rapport entre I'expression du géne d'intérét et

I'expression du gene de référence, 'ARN 18S.

Volumes Composants

6,75 pL H20 nano stérile

0,38 pL Primer sens 20 uM
0,38 pL Primer antisens 20uM
12,5 uL SyberGreen Master Mix

Tableau 6 : Composants et volumes de mixte gPCR par échantillon

38



V. Reésultats

Analyse phénotypique des monocytes THP-1 et de leurs dérivés par cyto-
métrie en flux

Le traitement des monocytes humains THP-1 a la PMA pour leur différenciation
en macrophages est frequemment utilisé au laboratoire selon un protocole bien établi,
notamment pour étudier la réponse aux particules. Ainsi, nous avons décidé de carac-
tériser les monocytes et les macrophages THP-1 a l'aide de la cytométrie en flux a
deux parametres (CD14 et CD11c) afin de confirmer leur identité cellulaire. CD14, un
marqueur typique de monocytes humains et CD11c, marqueur de cellules présenta-

trice d’antigéne (CPA), ont permis d’établir les profils de ces populations.

Ensuite, nous avons entrepris de différencier les monocytes THP-1 en cellules
dendritiques immatures et matures d’aprés un article de Holken et al. (2023). Ce mo-
dele a pour intérét d’étudier I'implication des DC dans la réponse aux particules a partir
d’'un modele in-vitro reproductible, et dans la continuité de nos études, sur le modéle
de macrophages THP-1. Afin d’analyser la différenciation des monocytes THP-1 en
iDC et mDC, une autre analyse par cytométrie en flux a été réalisée avec les mar-
queurs CD14 et CD83, fortement exprimé par les mDC et plus faiblement par les iDC.
Les résultats, exprimés en meadian intesity fluorescence (MFI), refletent le niveau
d’expression des marqueurs, en comparant les populations marquées aux cellules non

marquées servant de seuil.

Les résultats indiquent que CD14 est exprimé par tous les types cellulaires a
I'exception des macrophages THP-1. L’expression de CD11c est exprimé au sein des
macrophages THP-1, confirmant leur phénotype. CD11c est également détecté a un
niveau moindre dans les cellules dendritiques immatures (iDC) et matures (mDC)
(données non représentées). Comme attendu, CD83 est exprimé par les DC, avec une
expression plus importante au sein des mDC et sans étre exprimé par les monocytes
THP-1 (Figure 7).

Sur base de ces marqueurs cellulaires, nous pouvons valider le phénotype des
monocytes THP-1 ainsi que leur forme différenciée en macrophages THP-1 et en cel-

lules dendritiques matures et immatures.
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Figure 7 : Expression des marqueurs de surface des monocytes THP-1, des macro-
phages (M) et des cellules dendritiques matures et immatures dérivées de monocytes
THP-1.

(A) Expression de CD14 et CD11c par les monocytes THP-1 naifs et les M, les monocytes
THP-1 ont été traité a la PMA pendant 48 heures pour la génération des M. (B) Expression
de CD14 et CD83 par les monocytes THP-1 naifs et les iDC et mDC naives dérivées de mo-
nocytes THP-1, les monocytes THP-1 ont été traité a I'lL-4 et au GM-CSF pendant 6 jours,
avec un changement de cytokines au jour 3 pour la génération des iDC, et les monocytes ont
été traité au GM-CSF, a I'lL-4, au TNF-a et a 'ionomycine pendant 3 jours pour la génération
de mDC.

Evaluation de la libération des cytokines pro-inflammatoires par les mo-
nocytes THP-1 et leurs dérivés

Nous avons ensuite étudié et comparé les réponses a la silice cristalline des
macrophages THP-1 et des DC THP-1. Dans un premier temps, nous avons mesuré
la libération de cytokines pro-inflammatoires, en 'occurrence I'lL-1B et le TNFa, dans

les surnageants cellulaires.
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Les résultats indiquent que les macrophages THP-1, aprés une exposition de
24 heures a la SCR, liberent significativement plus d’IL-13 et de TNFa que des le
groupe non-traité. L’effet de la silice n’est cependant pas observé dans les cultures
de cellules dendritiques THP-1, qu’elles soient matures ou immatures, bien qu'une
libération significativement plus élevée soit détectée lorsque les DC matures sont

traités a la SCR par rapport au groupe non traité (Figure 8).
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Figure 8 : Les macrophages THP-1 libérent plus d’IL-1-3 et de TNF-a comparativement
aux DC THP-1.

(A) Teneur en IL-1B, et en (B) TNF-a au sein des surnageants de monocytes THP-1, de ma-
crophages (M), de cellules dendritiques immatures (iDC) et matures (mDC) dérivés de mono-
cytes THP-1, traité et non traités avec 10 cm¥mL de Min-U-Sil 5 pendant 24 heures. Les mo-
nocytes THP-1 ont été traité a la PMA pendant 2 jours pour la génération des M-THP-1, a
I'lL-4 et au GM-CSF pendant 6 jours avec un changement de cytokines au jour 3 pour la gé-
nération des iDC-THP-1, et finalement, les monocytes THP-1 ont été traité au GM-CSF, a
I'lL-4, au TNF-a et a I'ionomycine pendant 3 jours pour la génération de mDC-THP-1.
Chaque barre mesure la moyenne de 3 réplicats + SD (standard deviation). Les résultats
ont été analysés statistiquement par I'utilisation d’un test t de Student sur le logiciel
GraphPad Prism. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0,0001 indiquent une différence sta-

tistiquement significative entre les groupes non traités (UNT) et traités (Si).

Evaluation de I'implication de la silice cristalline dans la production des
transcrits d’'IFN- au sein du modele THP-1

Nous nous sommes ensuite intéressés a la réponse IFN-I. Pour ce faire, nous
avons comparé la production des transcrits d’IFN-3 dans les monocytes, macro-

phages, iDC et mDC dérivés de la lignée THP-1. Trois conditions expérimentales ont
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été analysées : un groupe non traité (UNT), un groupe exposé a la SCR (10 cm2/mL
de Min-U-Sil-5) (Si), et un groupe contrdle positif, constitué de cellules traitées avec
du Poly(l:C) (PIC ; 2,5 pg/mL), un analogue synthétique d’ARN double brin connu
pour induire la production des transcrits d’IFN-I (Chera et al., 2023). Les traitements
ont été effectués durant 24 heures.

Seuls les groupes de cellules traitées avec le Poly(l:C) ont produit des trans-
crits d’'IFN-B, confirmant I'efficacité de ce traitement comme contréle positif. En re-
vanche, aucune production détectable de transcrits d'IFN- n’a été observée dans
les groupes non traités (UNT) ou exposés a la silice (Si), quel que soit le type cellu-
laire analysé (Figure 9).
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Figure 9 : La silice n’induit pas de production de transcrits d’IFN- au sein des cel-
lules dérivées de la lignée cellulaire THP-1.

Production de transcrits d’IFN-B au sein des monocytes THP-1, de macrophages (M), de cel-
lules dendritiques immatures (iDC) et matures (mDC) dérivés de monocytes THP-1, traités et
non traités avec 10 cm¥mL de Min-U-Sil 5 ou du poly(I:C) pendant 24 heures, avec un rem-
placement du milieu au bout de 4 heures pour le groupe Poly(I:C). Chaque barre mesure la
moyenne de 3 réplicats + SD (standard deviation). Les comparaisons des différents résultats au
groupe contréle ont été effectuées par une analyse statistique de variance a un facteur (ANOVA), suivi
d’un test de comparaison multiple de Dunnett. sur le logiciel GraphPad Prism.*p<0.05, *p<0.01,
***p<0.001, ****p<0,0001 indiquent une différence statistiquement significative entre les groupes non
traités (UNT), traités (Si) et contréle positif (PIC).
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Analyse phénoypique des monocytes sanguins humains différenciés et

de leurs dérivés traités ou non a la SCR

Analyse phénotypigue des cing types cellulaires étudiés

Afin de confirmer les résultats obtenus sur les cellules THP-1 différentiées,
nous avons décidé de répéter les expériences en utilisant des monocytes sanguins
humains frais. En effet, il s’agit d’'un modéle fréquemment utilisé dans la recherche
fondamentale et le protocole de différenciation de ces monocytes en DC est bien dé-
veloppé. De plus, I'utilisation de cellules primaires est plus pertinente que I'utilisation

de cellules de lignées.

A cette fin, nous avons réalisé une cytométrie en flux & huit paramétres sur les
cing types cellulaires étudiés : les macrophages M1 et M2, les cellules dendritiques
matures et immatures, tous dérivés de monocytes humains frais, ainsi que les mono-
cytes eux-mémes. Les profils d'expression attendus des huit marqueurs analysés
sont récapitulés dans le Tableau 3. Tout d’abord, comme expliqué précédemment,
CD14 est un marqueur typique de monocytes. CD80 et CD86 sont tous les deux des
marqueurs de CPA, toutefois plus exprimés sur les macrophages M1 comparative-
ment aux macrophages M2. CD206 et CD163 sont également des marqueurs de ma-
crophages, tout en étant plus largement exprimé a la surface des macrophages M2.
Cependant, CD206 est un marqueur qui est également exprimé par les iDC. CDla
est un marqueur de cellules dendritiques plus exprimé sur les formes immatures que
matures. CD11c est exprimé sur les deux formes de DC, mais également sur les ma-
crophages comme décrit précédemment, avec une plus grande proportion sur les
M1. Finalement quant a CD83, il s’agit d’'un marqueur spécifique des cellules dendri-
tigues matures, pouvant toutefois étre exprimé dans une moindre mesure sur les
formes immatures (Chavez-Galan et al., 2015 ; Coillard & Segura, 2019 ; Delhez et
al., 2024) (Figure 10).

Dans un premier temps, I'expression du marqueur de monocytes CD14 a été
analysée par cytométrie en flux sur les monocytes sanguins humains apres leur puri-
fication. Comparée a des monocytes non marqués considérés comme contréle négatif
de fluorescence, la valeur médiane d’intensité de fluorescence nous indique que les

monocytes expriment le marqueur CD14.

43



Ensuite, les monocytes ont été différenciés en macrophages M1 et M2. Concer-
nant CD14, son expression est plus faible sur les macrophages M1 comparativement
aux macrophages M2. Le marqueur CD80 est davantage exprimé par les macro-
phages M1 et M2. CD86, a I'inverse, semble étre plus exprimé sur les macrophages
M2 que les M1. L'expression de CD206 est légerement plus élevée sur les macro-
phages M2 que les M1. Pour CD163 et CD83, leur expression est équivalente entre
les deux sous-types de macrophages. Quant a I'expression de CD11c, celle-ci est fai-
blement augmentée chez les M2 par rapport aux M1. Finalement, CD1a est plus for-
tement exprimé sur les macrophages M1 comparativement aux M2 (Figure 10A.).
Concernant I'aspect morphologique des cellules, nous observons des macrophages
adhérants et allongés contrairement aux monocytes qui sont plutét flottants et ronds
(Figure 10B.).

Les monocytes ont ensuite été différenciés en cellules dendritiques immatures
et matures. Le marqueur CD14 est moins exprimé sur les cellules dendritiques imma-
tures que sur les cellules dendritiques matures. CD80 et CD86 sont plus exprimés sur
les cellules matures que sur les immatures et les macrophages. L’expression de
CD206 est semblable entre les DC immatures et matures. CD163, quant a lui, ne
semble pas étre tres exprimé a la surface des DC. Ensuite, le marqueur CD1la semble
légérement plus exprimé sur les DC matures que sur les immatures. Concernant
CD11c, son expression est supérieure a celle des macrophages et est similaire entre
les deux formes de cellules dendritiques. Le marqueur CD83 n’est pas exprimé par les
cellules dendritiques matures et immatures mais il est présent sur les macrophages
(Figure 10A.). D’un point de vue morphologique, la différenciation a induit leur allon-
gement, bien que cela soit moins marqué que pour les macrophages (Figure 10B.).
Elles ont aussi des contours irréguliers suggérant la présence de dendrites que nous

n’observons pas sur les monocytes.

En conclusion, les monocytes expriment bien leur marqueur CD14. Pour les
cellules différenciées, sur base de leur morphologie et de I'expression de marqueurs
cellulaires, nos résultats suggerent que nous sommes parvenus a différencier des ma-
crophages et des cellules dendritiques. Cependant, la distinction claire entre les ma-

crophages M1 et M2 et les iDC et mDC n’a pas pu étre obtenue.
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Analyse des changements phénotypigues des cing types cellulaires étudiés aprés

exposition a la SCR.

L 'analyse des effets phénotypiques de la SCR a été réalisée sur les cinq

types cellulaires précédemment décrits.

Au sein des monocytes, nos résultats révelent que I'exposition a la SCR en-
traine une augmentation de l'expression de CD206, CD83 et CD11c. Une hausse no-
table de I'expression de CD14 a également été observée. L'effet sur CD83, le mar-
queur clé des cellules dendritiques matures, est particulierement prononcé, avec un
shift positif intense. Par ailleurs, une population négative pour CD163 semble émer-
ger, tandis qu’une faible proportion de cellules commence a exprimer CD86 suite a
I'exposition a la SCR. Finalement, I'expression de CD80 reste inchangée au sein des

monocytes.

Au niveau des macrophages M1, I'exposition a la SCR n’a entrainé aucune
modification notable concernant I'expression des marqueurs CD83, CD1a et CD11c.
En revanche, un shift positif a été observé pour CD14 et CD86 et a l'inverse, un shift
négatif est apparu pour CD80, CD206 et CD163

Des effets similaires ont été observés au niveau des macrophages M2, avec
une légére diminution de I'expression de CD14 et une perte du marqueur CD80,
sans changement notable concernant I'expression de CD83, CD86, CD1a et CD11c
suite a I'exposition a la SCR. Toutefois, la silice semble induire I'apparition d’une

faible population négative pour CD206 et CD80.

Au sein des iDC, I'exposition a la silice a entrainé un Iéger shift positif pour
CD83, CD1a et CD86, mais une diminution de I'expression de CD14, CD11¢c, CD80

et CD163 a été notée. L’expression de CD206, quant a elle, est restée inchangée.

Finalement, I'exposition a la SCR dans les cultures mDC a entrainé I'appari-
tion d’une population négative pour CD14 et a fait émerger plusieurs populations dis-
tinctes concernant CD206 et CD83. Une augmentation d’'une population positive pour
CD83 a été constatée, ainsi qu'une augmentation de I'expression de CD11c. En re-
vanche, aucun impact n’a été relevé pour CD80, CD86 ou encore CD163 (Figure
10A.).
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En conclusion, ces résultats mettent en évidence des effets hétérogenes de la
silice cristalline sur les différents types cellulaires étudiés, en fonction de leur état de
différenciation. La SCR semble particulierement influencer I'expression des mar-
qgueurs liés a la maturation et a I'activation des CPA, notamment CD83, CD86 et
CD206. Ces observations suggerent que la silice cristalline module les réponses

phénotypiques des cellules immunitaires innées, favorisant I'apparition de popula-
tions de CPA.
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Monocytes

Cellules dendritiques Cellules dendritiques
immatures matures

Figure 10 : La silice influence le phénotype des cellules exposées a celle-ci

A : L’expression des marqueurs CD14, CD80, CD86, CD163, CD206, CD1a, CD11c et CD83
a été analysée sur les monocytes sanguins humains aprés leur isolation par MACS ainsi que
sur leur forme différenciée en macrophages M1 et M2 et en cellules dendritiques immatures
et matures avant et apres traitement a 5 cm2/mL de silice cristalline pendant 24 heures (abs-
cisse = MFI (Median Fluorescence Intensity)) (FlowJo). B : Les différents types cellulaires naifs
ont été photographiés directement sur plaque a un grossissement x20 (Microscope inverse
Nikon Eclipse Ti2A).

Evaluation de I'implication des DC dans la réponse inflammatoire a la
SCR

Nous avons ensuite évalué la capacité des monocytes, des macrophages M1
et M2 et des DC matures et immatures a libérer des cytokines pro-inflammatoires,
'lL-1B et le TNFa. Les cytokines ont été mesurées dans les surnageants cellulaires

suite a I'exposition a la SCR.

Les résultats indiquent une augmentation significative des niveaux d’IL-13 au
sein des monocytes et des macrophages M2 traités a la silice et au Poly(l:C). Cepen-
dant, une augmentation de la libération d’IL-13 est observée au sein des macro-
phages M1 suite au traitement a la silice. Les cellules exposées au Poly(I:C) ont li-
béré significativement plus de cytokines dans le milieu extracellulaire comparative-
ment aux groupes silice ou encore non-traités (Figure 11A.). Toutes les cellules
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semblent libérer du TNFa, toutefois, la libération de TNFa suite au traitement
Poly(l:C) est significativement plus élevée que dans les groupes silice ou non traités.
Les monocytes et DC matures traitées 50 a la silice libérent elles aussi du TNFa

comparativement au groupe non traité, dans une moindre mesure (Figure 11B.).

En conclusion, nous pouvons dire que la silice n’induit pas d’effets majeurs sur les

cellules dérivées de monocytes sanguins frais.
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Figure 11 : Les macrophages M1 libérent plus d’IL-1-8 comparativement aux DC, trai-
tés ou non traités.

(A) Teneur en IL-1B, et en (B) TNF-a au sein des surnageants de monocytes frais, de macrophages
M1 (M1), de macrophages M2 (M2), de cellules dendritiques immatures (iDC) et matures (mDC) déri-
vés de monocytes frais, traités et non traités avec 5 cm?¥mL de Min-U-Sil 5 ou Polyinosinic:polycytidy-
lic acid (poly(I:C) pendant 24 heures. Les monocytes frais ont été traité au GM-SCF pendant 4 jours
suivi d’un traitement de 2 jours a I'lFN-y et LPS pour la génération des M1, au M-CSF, IL-10 et a I'lL-4
pour la génération des M2, les monocytes ont été traités au GM-CSF et a I'lL-4 pendant 4 jours, pour
générer des iDC dont une partie a été maturée suite a une stimulation au GM-CSF, IL-4, TNFa et au

poly(l :C). Chaque barre mesure la moyenne de 3 réplicats + SD (standard deviation). Les comparai-
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sons des différents résultats au groupe contréle ont été effectuées par une analyse statistique de va-
riance a un facteur (ANOVA), suivi d’un test de comparaison multiple de Dunnett sur le logiciel
GraphPad Prism. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0,0001 indiquent une différence statistique-

ment significative entre les groupe non traités (UNT) et traités (Si, PIC).

Evaluation de I'implication des DC dans la réponse IFN-I a la SCR

Enfin, nous avons comparé la production des transcrits d'IFN-3 dans les mo-
nocytes, macrophages, iDC et mDC, tous dérivés de monocytes humains frais. Trois
conditions expérimentales ont été testées : un groupe non traité (UNT), un groupe
exposé a la silice (10 cm2/mL de Min-U-Sil-5 (Si)), et un groupe contréle positif, cons-
titué de cellules traitées avec du Poly(l:C) (PIC ; 2,5 pg/mL). Les traitements ont été

réalisés durant 24 heures.

Les résultats sont similaires a ceux obtenus sur les THP-1. En effet, seules les
cellules traitées avec le Poly(I:C) ont montré une production détectable de transcrits
d’IFN-B. Aucun transcrit d’'IFN-B n’a été détecté dans les groupes non traités (UNT)
ou exposés a la silice (Si), quel que soit le type cellulaire analysé (Figure 12).
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Figure 12 : La silice n’induit pas de production de transcrits d’IFN-B au sein des cel-
lules dérivées des monocytes humains

Production de transcrits d’IFN- au sein des monocytes THP-1, de macrophages (M), de cellules den-
dritiques immatures (iDC) et matures (mDC) dérivées de monocytes THP-1, traités et non traités avec
5 cm?¥mL de Min-U-Sil 5 ou 2,5 ug/mL de Poly(I:C) pendant 24 heures, avec un remplacement du mi-
lieu au bout de 4 heures pour le groupe Poly(l:C). Chaque barre mesure la moyenne de 3 réplicats +
SD (standard deviation). Les comparaisons des différents résultats au groupe contréle ont été effec-

tuées par une analyse statistique de variance a un facteur (ANOVA), suivi d’un test de comparaison
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multiple de Dunnett. sur le logiciel GraphPad Prism.*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0,0001 indi-
quent une différence statistiquement significative entre les groupes non traités (UNT), traités (Si) et
contréle positif (PIC).

V. Discussion

La silicose est une pneumoconiose ancienne et potentiellement mortelle, cau-
sée par l'exposition a la SCR. Historiguement liée aux mineurs, cette maladie réé-
merge aujourd’hui en raison de pratiques professionnelles contemporaines telles que
le sablage de jeans ou la fabrication de plans de travail en pierre artificielle (Hoy &
Chambers, 2020). Malgré ces observations, les mécanismes immunologiques impli-

qués restent peu définis.

Les cellules dendritiques sont des cellules présentatrices d'antigénes essen-
tielles qui participent a l'initiation et la régulation des réponses immunitaires, jouent un
réle clé dans l'activation des lymphocytes T et la modulation de leur polarisation
Th1/Th2 (Balan et al., 2019 ; Yin et al., 2021). Morin et al. (2025) affirment que les DCs
sont fortement recrutées dans les poumons exposés a la SCR, principalement au
cours de la phase fibrosante, et contribuent & un déséquilibre du rapport des lympho-
cytes T auxiliaires de type 1 Th1/Th2. Des études in vitro ont établi que des mo-DC
exposees a des particules de silice cristalline présentent une diminution des mar-
gueurs CD80 et CD86 (Kang & Lim, 2012 ; Liu et al., 2019). De plus, une augmentation
significative de I'expression de genes pro-inflammatoires (IL-12p70, IL-18, TLR4,
TLR9, Myd88, NF-kB) a été rapportée (Kang & Lim, 2012 ; Liu et al., 2019 ; Galli et al.,
2025)

Par ailleurs, il est essentiel de noter que les IFN-I contribuent aux réponses
inflammatoires induites par la silice cristalline. Bien que ces cytokines soient classi-
guement associées aux infections virales, leur implication a également été mise en
evidence dans des modéles murins exposés a la SCR (Benmerzoug et al., 2018 ;
Giordano et al., 2010). Etant des producteurs majeurs d'IFN-I, les DC pourraient con-

tribuer a ces mécanismes. Dans ce contexte, nous avons exploré leur role potentiel.
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Pour ce faire, nous avons utilisé la lignée monocytaire THP-1 pour sa capacité
a facilement se différencier en macrophages et pour sa pertinence dans des études
liges a l'inflammation (Mohd Yasin et al., 2022). Nous avons donc pu développer un
modeéle in vitro de cette lignée différenciée en macrophages-THP-1 et cellules dendri-
tiques-THP-1, en nous basant sur 'article de Holken et al. (2023). La nature de chaque
population cellulaire a été validée par cytométrie en flux. Les monocytes THP-1 ont
été identifiés par leur expression de CD14, un co-récepteur des TLRs impliqué dans
la détection des PAMPs (Na et al., 2023). Les macrophages, quant a eux, ont été
caractérisés par une perte d’expression de CD14 et un intense gain d’expression de
CD11c, un marqueur classique des macrophages inflammatoires (Corbin et al., 2020).
Les iDC et mDC ont conservé une expression de CD14 tout en exprimant CD83, un
marqueur caractéristique des cellules dendritiques, permettant leur identification. Il est
toutefois nécessaire de noter que la distinction entre les deux types de cellules den-
dritiques repose uniquement sur un marqueur unigue, le CD83. Cela limite la robus-
tesse de leur identification et nécessite des analyses complémentaires pour confirmer
ces résultats, notamment avec l'utilisation d’'un marqueur complémentaire, comme le
CD80 ou encore le CD86 (Kim & Kim, 2019). De plus, Cao et al. (2005) affirment que
CD83 n’est pas sensé étre exprimé a la surface iDC, étant un marqueur de mDC uni-

quement.

Il est bien établi que les macrophages jouent un réle clé dans la réponse inflam-
matoire a la silice cristalline, notamment via I'activation de l'inflammasome NLRP3 qui
se traduit par une libération de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-18 et IL-13
(Marrocco & Ortiz, 2022). Pour évaluer I'implication des DC dans la réponse inflam-
matoire induite par la silice cristalline, des dosages ELISA ont été réalisés dans les
surnageants cellulaires afin de mesurer les concentrations des cytokines pro-inflam-
matoires IL-13 et TNFa. Nos résultats confirment les observations de Marrocco & Ortiz
(2022) ; les macrophages-THP1 semblent libérer des quantités importantes d’'IL-13 en
réponse a la silice. En revanche, les DC-THP-1 ne semblent pas constituer les princi-
paux acteurs dans la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires suite a une exposition
a la silice cristalline. Nos résultats concernant la libération d’IL-1p contrastent avec les
travaux de Lai et al. (2018), qui ont démontré que les mo-DC infectées par le virus de
la dengue pouvaient activer I'inflammasome NLRP3 et induire la libération d’IL-1p.
Cela suggere que, bien que les DC soient capables d’activer I'inflammasome NLRP3
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dans certains contextes, leur role dans la réponse inflammatoire a la silice cristalline

semble étre limité.

Pour approfondir notre analyse, nous avons évalué la production des transcrits
d’'IFN-B au sein de nos quatre types cellulaires. Nous avons travaillé avec un groupe
de cellules non traité, un groupe de cellules traité a la silice et un troisieme traité au
Poly(l:C), capable d’induire la production d’IFN-I (Chera et al., 2023). Les résultats ont
montré que seul le Poly(l:C) induisait la production d’'IFN-B. L’ensemble des cellules
traités a la silice cristalline ne produisaient pas plus de ces transcrits aprés 24 heures
de traitement. Ces résultats soulignent I'absence d'activation de la voie des IFN-I en
réponse a la silice cristalline dans les cellules testées, et renforcent I'idée que les mé-
canismes immunitaires déclenchés par la silice different de ceux observés lors de cer-

taines infections virales.

Afin de surmonter les limitations liées a I'utilisation des cellules de lignée, nous
avons reproduit ces expériences sur des monocytes sanguins humains frais. En effet,
bien que la lignée cellulaire THP-1 soit couramment utilisées pour étudier les méca-
nismes immunitaires, elle présente certaines limites. En effet, ces cellules présentent
des différences notables par rapport aux monocytes humains frais, nhotamment en
termes de profils d'expression génique et de réponse aux stimuli (Qin, 2012 ; Schild-
berges etal., 2013 ; Liu et al., 2021). Les monocytes humains frais ont été différenciées
selon le protocole de l'article de Delhez et al (2024) en macrophages polarisés en
M1/M2 et en i/mDC. Nous avons réussi a obtenir des macrophages et des cellules
dendritiques a partir des monocytes humains. Cependant, la distinction claire entre les
macrophages de type M1 et M2 reste difficile en raison de la co-expression de certains
marqueurs caractéristiques des macrophages M2 (CD206, CD163) sur les macro-
phages M1, et inversement, de la présence de marqueurs typiques des macrophages
M1 (CD80, CD86) dans les cellules M2. Cette co-expression de marqueurs a rendu
l'identification des sous-populations difficile et a démontré la présence de populations
de macrophages trés hétérogenes au sein de chacun des deux groupes (Jha et al.,
2024). De méme, pour les cellules dendritiques, il n'a pas été possible de différencier
distinctement les formes immatures des formes matures, en raison de la présence de
marqueurs partagés entre ces deux sous-population. Toutefois, ces analyses ont per-
mis de confirmer que I'exposition a la silice cristalline induit une augmentation de I'ex-

pression de certaines protéines membranaires caractéristiques des phagocytes, telles
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que CD83, CD86 et CD206, avec une surexpression marquée du marqueur typique
des cellules dendritiques matures, CD83. Ceci pourrait suggérer que les DC pourraient

étre activées par des particules de silice cristalline au sein du poumon.

Les dosages de cytokines pro-inflammatoire, IL-1f et TNFa ont confirmé les
résultats obtenus sur la lignée cellulaire THP-1. Les macrophages M1, mais pas les
DC, semblent jouer un réle clé dans la réponse inflammatoire induite par la silice cris-
talline. Par ailleurs, le traitement par Poly(l:C) a induit |a libération de TNFa dans tous

les types cellulaires, en accord avec les observations de Reimer et al. (2008).

Pour finaliser nos recherches, nous avons évalué la production des transcrits
d’'IFN-B au sein des monocytes humains frais et leurs dérivés. Nos résultats sur mo-
nocytes frais ont confirmé nos résultats THP-1 ; I'absence de transcription détectable
aprés une exposition de 24 heures a la silice cristalline, renforcant ainsi les observa-

tions obtenues avec les cellules THP-1.

Il est intéressant de noter que ces résultats proviennent d’expériences in vitro,
de cultures monocellulaires, sans co-culture de différentes populations cellulaires
comme les cellules épithéliales ou les fibroblastes. Notre approche (un seul type cel-
lulaire étudié a chaque fois) est utile pour identifier les effets spécifiques de la silice
cristalline sur les types cellulaires distincts mais ne reflete définitivement pas les inte-
ractions cellulaires complexes qui pourraient avoir lieu dans un microenvironnement
pulmonaire. Ces limitations pourraient expliquer en partie les résultats observés, no-
tamment I'absence de production d'IFN-$ et le réle limité des cellules dendritiques

dans la réponse inflammatoire induit par la silice.

Par ailleurs, I'lFN-B est une cytokine difficile a détecter en raison de ses faibles
niveaux d'expression dans les cellules, ce qui constitue un défi analytique important.
En revanche, les ISGs sont généralement exprimés a des niveaux beaucoup plus éle-
ves, facilitant ainsi leur détection, comme rapporté par Hamilton et al. (2018). De ce
fait, I'étude de la transcription d'ISGs spécifiques tels que MxA, OASL2 ou IRF7 pour-
rait fournir des informations pertinentes sur la réponse IFN médiée. Une approche per-
tinente pourrait étre le développement d'une PCR multiplex ciblant simultanément des
ISGs, afin de permettre une quantification précise et une analyse comparative des

niveaux de transcription de ces genes (Richtsteiger et al., 2003).
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Enfin, il serait intéressant d’étudier d’autres types cellulaires présents dans le

poumon et qui ont la capacité a produire des IFN-I comme les cellules épithéliales.
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English abstract
Crystalline silica, primarily in its quartz form, is one of the most abundant

minerals in the Earth's crust. It is released into the environment through industrial
processes such as grinding and fragmentation of materials like stones and rocks.
Once inhaled, crystalline silica particles reach the pulmonary alveoli, where they
induce various pathologies. Exposure to crystalline silica is associated with the
development of chronic inflammation, pulmonary fibrosis, as well as an increased
risk of lung cancers and autoimmune diseases. Currently, macrophages are es-
tablished as being responsible for the inflammation induced by crystalline silica,

but the underlying mechanisms remain poorly understood.

Moreover, our laboratory has demonstrated the presence of type | interfer-
ons (IFN-I) in murine lung homogenates. This observation is surprising, as the
IFN-I response induced by crystalline silica is considered sterile, meaning it oc-
curs in the absence of any microorganism. Given that dendritic cells are the pri-

mary producers of IFN-I, we explored their potential role in this context.

To test their involvement, we first differentiated THP-1 monocytes into
macrophages and dendritic cells and then evaluated their inflammatory response

and IFN-I production after exposure to silica. These experiments were subse-

qguently replicated with fresh human blood monocytes, as the use of this model

provides a physiologically relevant system, allowing for a better understanding of
the immune processes that may occur within the lung. Our results showed that
macrophages exposed to crystalline silica were responsible for the inflammation,
whereas silica-treated dendritic cells did not produce IFN-I. Thus, the role of den-

dritic cells in IFN-I production in response to silica could not be confirmed.
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