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Impact environnemental et sanitaire des particules de nickel émises par les
activités minieres en Nouvelle-Calédonie

En produisant un peu plus de 158 000 tonnes de nickel (Ni) par an la Nouvelle-Calédonie fait partie des
producteurs de Ni les plus importants au monde avec des sols riches en éléments traces métalliques. Cette
exploitation massive de Ni est un enjeu économique majeur pour le pays (8 a 17 % du PIB annuel) au détriment de
potentiels impacts environnementaux et sanitaires. En effet, I'exploitation de ces mines a ciel ouvert de latérites
nickéliferes entraine I'émission de particules ultrafines de Ni et d’oxyde de nickel (NiO) disséminées dans
I’environnement, par le vent, ou via le ruissellement des cours d’eau, mais également d’autres métaux présents dans
ces sols. Ces particules peuvent, d’une part, étre inhalées par les travailleurs des mines ainsi que par les populations
environnantes, posant des questions relevant de la toxicologie humaine et, d’autre part, étre transportées le long
des cours d’eau douce proches des mines, pour se retrouver par dépots ou lessivages vers I'aval jusqu’au lagon,
impactant ainsi les organismes aquatiques, dont I’étude reléve de I'écotoxicologie.

D’un point de vue environnemental, peu d’études ont été menées en Nouvelle-Calédonie. Cependant, des
premiers travaux sur les cours d’eau douce proches des mines ont montré des taux de Ni trés importants accumulés
dans les organismes sous influence miniére, notamment, dans les anguilles du Pacifique. De fagon a pouvoir
documenter I'importance des impacts toxiques potentiellement infligés aux anguilles présentes sur ces sites,
différents types d’approches ont été menées : (i) L'analyse des impacts toxiques des métaux sur Anguilla marmorata
prélevée in situ lors d’'une mission (morphométries, taux de métaux dans les organes, transcriptomiques) ; (ii)
L'impact d’'une exposition aux nanoparticules (NPs) de NiO, NiONPs, sur des hépatocytes d’anguilles in vitro, le foie
étant un organe essentiel chez les anguilles et une cible privilégiée de la toxicité des métaux. Ces approches ont
permis de décrypter de fagon précoce les mécanismes cellulaires et moléculaires d’impact cytotoxique, de stress
oxydant, d’inflammation et de dysfonction mitochondriale.

Parallélement, I'exposition humaine aux NPs est une préoccupation de santé publique. Les NPs peuvent ainsi
franchir la barriere alvéolo-capillaire, se retrouver dans la circulation générale et y exercer des effets déléteres par
des interactions directes avec le systéeme cardiovasculaire notamment, les cellules endothéliales (HPAEC) tapissant
la lumiere des vaisseaux et controlant la réactivité vasculaire, modifiée apres exposition aux NPs de Ni. Ces effets
pourraient ainsi étre potentialisés dans les pathologies cardiovasculaires, telle que I’hypertension pulmonaire (HTP).
Les personnes souffrant d’"HTP pourraient donc constituer des populations a risque. Ainsi, il s’avere nécessaire de
mieux caractériser, les mécanismes toxiques induits par des poussieres riches en Ni et par les NiONPs sur le systeme
cardiovasculaire. Pour cela nous avons étudié, sur des HPAEC, les effets induits par les NiONPs sur la signalisation
calcique, la réponse pro-inflammatoire et le réle de stress oxydant dans les modifications observées, ainsi que les
impacts de ces NPs en condition pathologique en utilisant un modele in vitro mimant la dynamique vasculaire
observée lors de I'HTP avec le systéme d’étirement STREX". Nos résultats montrent que I'exposition aux NiONPs
induit un stress oxydant, une réponse pro-inflammatoire et des altérations de I’'homéostasie calcique et que ces
effets sont potentialisés lorsque les cellules sont en conditions pathologiques. Ces travaux suggerent donc que
I'exposition aux NiONPs pourrait aggraver certains événements physiopathologiques chez les patients souffrant de
maladies cardiovasculaires préexistantes telles que I’'HTP, et que ces patients seraient plus sensibles a ces polluants
particulaires.

Mots clés : Nouvelle-Calédonie, activités minieres, nanoparticules d’oxyde de nickel, cellules endothéliales d’arteres
pulmonaire humaines, hypertension pulmonaire, Anguilla marmorata, hépatocytes d’anguilles.



Environmental and health impact of nickel particles emitted by mining activities
in New Caledonia

By producing about 158,000 tons of nickel (Ni) per year, New Caledonia is one of the largest producers of Ni
in the world, with soils rich in trace metals (Ni; chromium, Cr; cobalt, Co; manganese, Mn and iron, Fe). This massive
Ni exploitation is a major economic issue for the country (8 to 17% of annual GDP) to the detriment of potential
environmental and health impacts. Indeed, the exploitation of these open-pit nickel laterite mines leads to the
emission of ultrafine particles of Ni and nickel oxide (NiO) disseminated in the environment, by the wind, or via run-
off from watercourses but also of other metals present in these soils. These particles can be inhaled by mine workers
and the surrounding population, raising questions relating to human toxicology, and can also be transported along
freshwater streams close to the mines, to be deposited or washed downstream as far as the lagoon, thus impacting
aquatic organisms, the study of which is a matter of ecotoxicology.

From an environmental point of view, few studies have been conducted in New Caledonia. However, initial
work on freshwater rivers near mines has shown very high levels of Ni accumulated in organisms under the mining
influence, particularly in Pacific eels. In order to document the significance of the toxic impacts potentially inflicted
on eels present at these sites, different types of approaches have been conducted: (i) Analysis of the toxic impacts
of metals on Anguilla marmorata collected in situ during a mission (morphometric measurements, metal levels in
organs, transcriptomic); (ii) Impact of exposure to NiO nanoparticles (NPs) on eel hepatocytes in vitro, the liver being
a prime target of metal toxicity and an essential organ for eels. These approaches made it possible to early identify
the cellular and molecular mechanisms of cytotoxic impact, oxidative stress, inflammation and mitochondrial
dysfunction following this exposure.

In parallel, human exposure to NPs is a public health concern. NPs can thus cross the alveolar-capillary
barrier, find their way into the general circulation and exert deleterious effects through direct interactions with the
cardiovascular system and, in particular, the endothelial cells (HPAEC) lining the lumen of the vessels and controlling
vascular reactivity, which is modified after Ni NPs exposure. These effects could thus be amplified in cardiovascular
pathologies. People suffering from pathologies of the pulmonary circulation (pulmonary hypertension, PH) could
therefore constitute populations at risk. Thus, it is necessary to better characterize, in exposed populations, the toxic
mechanisms induced by Ni-rich dusts and by NiO NPs on the cardiovascular system. For this purpose, we studied, on
HPAEC, the effects induced by NiO NPs on calcium signaling , the pro-inflammatory response and the role of oxidative
stress in the observed modifications, as well as the impacts of these NPs in a pathological conditions by using an in
vitro model mimicking the vascular dynamics observed during PH with the STREX® stretching system. Our results
show that exposure to NiO NPs induces oxidative stress, a pro-inflammatory response as well as alterations in calcium
homeostasis and that these effects are amplified when the cells are under pathological conditions. This work
therefore suggests that exposure to NiO NPs could aggravate some pathophysiological events in patients suffering
from pre-existing cardiovascular diseases such as PH, and that these patients would be more sensitive to these
particulate pollutants.

Key words : New Caledonia, mining activities, nickel oxide nanoparticles, human pulmonary artery endothelial cells,
pulmonary hypertension, Anguilla marmorata, eel hepatocytes.
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De nos jours, les activités miniéres sont la seconde source de pollution des sols aux Eléments
Traces Métalliques (ETM) dans le monde. Ce type de pollution peut s’avérer étre un probleme
majeur de santé publique et environnementale sur des sols fragiles et instables. En effet, des sols
sensibles a I’érosion naturelle et anthropique seraient responsables, d’une part, de I'émission
atmosphérique de particules fines et ultrafines provenant des sols, et, d’autre part, de la pollution
des cours d’eaux apres lessivage de ces sols. La pollution atmosphérique et des eaux aux métaux
peut étre amplifiée dans les régions miniéres par les activités anthropiques et industrielles
d’exploitation des minerais. Ces problématiques sont largement présentes en Nouvelle-
Calédonie. En effet, en produisant un peu plus de 158 000 tonnes de nickel (Ni) par an, la
Nouvelle-Calédonie fait partie des producteurs de Ni les plus importants au monde. Cette
production massive de Ni fait ainsi émerger des problématiques sanitaires et environnementales.
En effet, I'exploitation de ces mines a ciel ouvert de latérites nickéliféres, entraine I'émission de
particules ultrafines d’oxyde de nickel (NiO) dans I'atmosphére. Ces particules pourront alors,
d’une part, étre inhalées par les travailleurs et les populations environnantes, mais également se

retrouver par dépd6t ou lessivage dans les cours d’eau douce.

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), la pollution atmosphérique cause chaque année
la mort prématurée de 7 millions de personnes dans le monde. Ces déces font majoritairement
suite a I'exacerbation ou au déclenchement de pathologies respiratoires et cardio-vasculaires
aprés une exposition chronique aux polluants atmosphériques. En effet, les personnes souffrant
d’une pathologie pulmonaire préexistante sont plus sujettes aux effets déléteres de I'inhalation
des polluants. La toxicité des polluants atmosphériques dépend de multiples parametres tels que
la composition physico-chimique de ces derniers ou encore leur taille. En effet, les polluants
atmosphériques métalliques et de petites tailles, telles que les particules ultrafines (appelées
nanoparticules, NPs, lorsqu’elles sont manufacturées) sont particulierement toxiques,
notamment a cause de leur potentiel cancérigéne et de leur distribution dans I'appareil
respiratoire, en contact direct avec les cellules pulmonaires. Il est aujourd’hui essentiel de
connaitre et comprendre les mécanismes de toxicité, au niveau cellulaire, de ces polluants, tels
gue les NPs de NiO émises par les activités miniéres, peu connus a I’"heure actuelle afin d’apprécier

le risque, pour les populations locales, de 'inhalation de ces polluants. De plus, il est intéressant
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d’évaluer si une population possédant une pathologie cardio-vasculaire préexistante est plus

sensible a la toxicité de ces NPs qu’une population saine.

Quant a la pollution des cours d’eau aux métaux, elle est responsable aujourd’hui du déclin, voire
de la disparition, de plusieurs dizaines d’especes aquatiques dans le monde. En effet, les especes
aquatiques vivant dans des eaux polluées peuvent directement ou indirectement accumuler les
métaux, via la voie des métaux dissous dans |'’eau notamment suite au lessivage des sols, ou bien
via la consommation d’espéces polluées précédemment. Les métaux s’accumulant dans
I’organisme des poissons peuvent ensuite déclencher différentes altérations morphologiques et
physiologiques pouvant conduire a la mort des espéces. Les conséquences d’une pollution au Ni
et autres métaux associés sur des poissons de fin de chaine alimentaire sont aujourd’hui peu
connues, notamment, en ce qui concerne les mécanismes de toxicité cellulaire au niveau du

principal organe de détoxication des métaux, a savoir, le foie.

Cette Thése de doctorat permet ainsi d’aborder deux problématiques axées autour d’un méme
phénomeéne : les exploitations miniéres de Ni en Nouvelle-Calédonie. En effet, grace a une
collaboration entre le Centre de Recherche Cardio-Thoracique de Bordeaux (CRCTB) unité
INSERM U1045 et I'Unité Mixte de Recherche Environnements et Paléoenvironnements
Océaniques et Continentaux (EPOC) 5805, un axe de toxicologie humaine et un axe
d’écotoxicologie ont été étudiés dans ce travail. Le but de cette These était de comprendre quelles
pourraient étre les conséquences de I'exposition a des particules de Ni chez I'Homme et sur une
espéce de poisson de fin de chaine trophique. Ce travail s’inscrit ainsi dans le concept One Health

(figure 1).
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Toxicologie Erosion des sols

R Activités d’extraction miniére Ecotoxicologie

Transports atmosphériques Santé de I'environnement Transports via les cours d’eau
[Ni] air: 23,8 2 42,1 ng/m3 douce
DCE < 20 ng/m? [Ni] eaux douces : 12,3 2 96 pg/L
NQE < 4 pg/L

Inhalation Dépots / lessivage

Santé humaine Santé des animaux

Consommatio

Ni : nickel; Cr : chrome; Co : cobalt; Mn : manganése;

Figure 1 : Concept One Health appliqué au sujet de Theése — Basées sur les normes Européennes

Le chapitre | de cette Thése présentera un Etat de I'Art bibliographique sur la pollution
atmosphérique et des cours d’eau aux métaux. Aprées avoir défini le contexte calédonien de notre
sujet, nous présenterons les polluants métalliques dans I'air et I'eau ainsi que les réglementations
qui s'appliquent aux métaux. Puis, dans une seconde partie, d’'une part, nous présenterons les
modeles biologiques humains et aquatiques que nous avons choisi d’utiliser dans notre projet
afin d’élucider les mécanismes de toxicité des particules de NiO et de Ni et, d’autre part, nous
montrerons en quoi ces modeles sont particulierement pertinents. Enfin, nous aborderons dans
une derniére partie en quoi les particules ultrafines et les NPs sont particulierement toxiques et
nous ferons une revue bibliographique de la toxicité des particules de Ni chez 'Homme, les
rongeurs et les poissons de fin de chaine trophique.

Les deux grands objectifs de la Thése seront, ensuite, présentés.

Le chapitre Il de la These sera consacré a la présentation des matériels et méthodes utilisés pour
répondre a nos objectifs.

Le chapitre lll présentera les résultats obtenus sous forme d’articles publiés ou en cours de

préparation, articulés autour des deux objectifs principaux. Nous présenterons en effet dans un
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premier temps les résultats et articles répondant a notre objectif numéro 1 qui se base
uniguement sur des études in vitro sur nos deux modeles biologiques humain et animal afin
d’étudier les mécanismes de toxicité des NPs de NiO et des particules de latérites. Puis, nous
présenterons les résultats de la partie plus fonctionnelle s’appuyant sur des études in situ et in
vitro en condition de culture pathologique pour les cellules humaines ou a partir de prélévements
de poissons directement sur le terrain en Nouvelle Calédonie.

Pour finir, une conclusion générale sera présentée ainsi que les perspectives envisageables a la

suite de ce travail, a la fois en toxicologie humaine et en écotoxicologie.
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Partie 1 : Contexte géologique et activités minieres en Nouvelle-
Calédonie

La Nouvelle-Calédonie, également appelée Grande Terre, est née d’un détachement de la plaque
australienne suite a deux phénomeénes géologiques majeurs de subduction puis d’obduction
ayant eu lieu il y a 34 millions d’années (Neall and Trewick, 2008). L’obduction a provoqué une
remontée du manteau terrestre a la surface, notamment d’une nappe d’ophiolites ultramafiques
(Pelletier, 2007), c’est-a-dire de fragments d’anciennes lithospheres océaniques charriées sur la
cro(ite continentale, composées de roches ultramafiques telles que les péridotites. La latérisation
tropicale de cette nappe, c’est-a-dire la décomposition des roches de surface riches en silicates
et fer (Fe), a ainsi été a I'origine de I'importante présence de latérites nickéliferes sur I'lle, au-

dessus des péridotites (figure 2).

e

1
. -‘V‘%‘ Cuirasse : > 60 % Fe

Grenaille

15m Latérites rouges : 40-60 % Fe, 0.5-1.2 % Ni

Latérites jaunes : 40-50 % Fe, 1.2-1.6 % Ni

25m
Saprolites : 40-50 % Fe, 2-5 % Ni
30m
Péridotites altérées
}
Péridotites fissurées : > 40 % SiO2, 30 % MgO, 0.2-0.3 % Ni
40 m |

Figure 2 : Profil d'altération sur péridotites. Adapté de « Pelletier les minerais de nickel de Nouvelle-Calédonie, bulletin de

I"'union francaise des géologues » 2003
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La latérite est une roche rouge formée par l'altération des roches sous les climats tropicaux,
comme en Nouvelle-Calédonie, particulierement riche en minerais oxydés, tels que les oxydes de

Fe et de nickel (Ni).

Les ressources en Ni se concentrent au sein de ces formations ultramafiques recouvrant prés de

30 % des sous-sols calédoniens, soit environ 5 000 km? (figure 3).
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Figure 3 : La Nouvelle-Calédonie, France, Outre-Mer

: la Nouvelle-Calédonie et les sites miniers. Carte des activités

industrielles et de services de Nouvelle-Calédonie, édition Hatier 1990.

Ces formations sont constituées de roches ultrabasiques particulierement riches en éléments
traces métalliques (ETM) tels que le manganeése, Mn ; le chrome, Cr; le cobalt, Co et le Ni, et
pauvres en nutriments essentiels pour les plantes comme le phosphate, P ; le potassium, K ou
encore 'azote, N (Losfeld et al., 2015). Aujourd’hui, la Nouvelle-Calédonie constitue la 3®™me
ressource de Ni dans le monde, avec prés de 25 % des ressources mondiales, sous forme de

minerais oxydés (Isnard et al., 2016, USGS, 2022).

38



C’est en 1864, que Jules Garnier, ingénieur, découvre une roche verte inconnue pres de la riviere
de Dumbéa. Il s’agit alors d’un silicate de Ni-Mn contenant environ 15 % de Ni, roche qui par la
suite a été nommée Garnierite (Losfeld et al., 2015). C’'est ensuite en 1873 qu’ont lieu les
premieres exploitations de Ni au Mont-Dore, puis, la Société Le Nickel (SLN) est fondée en 1877
avec la création de la premiere fonderie de Ni de I'lle a Nouméa. La SLN restera jusqu’en 1905 le
plus grand producteur de Ni au monde, devancé par la suite par le Canada (L'Huillier, 2010).
L'industrie du Ni est alors en plein essor et ne s’arréte pas de croitre jusqu’a avoir besoin de mains
d’ceuvre en renfort pour les exploitations, faisant venir des ouvriers de Polynésie, d’Asie ou
encore d’Europe. Dans les années 1960, la Nouvelle-Calédonie est a son apogée due a I’explosion
de la demande mondiale en Ni. En 6 ans, entre 1965 et 1971, la production de Ni sur le territoire
passe de 2.5 a 7.7 millions de tonnes, sans se soucier des conséquences environnementales,
jusqu’en 1975 ou le court du Ni s’effondre. Cependant, depuis les années 1990, la demande

mondiale ne cesse a nouveau de croitre (figure 4).

1400 r
1200
1000 -

800 [

Gg/a Ni

600 -

400 -

200

1 1 1 L

0 L -
1850 1875 1900 1925 1950 1975 2000
Year

Figure 4 : Production mondiale de nickel au cours des 150 derniéres années en gigagrammes de Ni par an (Gg/an

Ni) d’aprés Reck et al., 2008

Le Ni est aujourd’hui encore le métal le plus exploité en Nouvelle-Calédonie, loin devant le Co et
le Cr, plagant le territoire au 4™ rang mondial de production de Ni, aprés la Russie, les Philippines
et I'Indonésie (USGS, 2022). Le Ni est utilisé dans de nombreux domaines de I'industrie, tels qu’en

aéronautique et dans le batiment, secteurs utilisant des alliages en Ni, ou encore pour la
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fabrication de batteries, notamment, pour les voitures électriques utilisant des batteries en Ni-
Cd, secteur en plein essor depuis les années 2000. Sa propriété de métal inoxydable aprés
traitement en fait un composant trés intéressant pour les industriels.

En Nouvelle-Calédonie, tout comme en Indonésie, en Australie, a Cuba, ou encore en Amérique
du Sud, le Ni se trouve sous forme de minerais oxydés. Les minerais oxydés s’exploitent dans des
carrieres a ciel ouvert contrairement aux minerais sulfurés. L’extraction du Ni sur la Grande Terre
se fait alors dans des mines a ciel ouvert selon un procédé chimique hydro-métallurgique sous
haute pression et haute température en attaquant la roche avec de 'ammoniaque ou de I'acide
sulfurique ou, par pyrométallurgie qui vise I'obtention de métaux pur a partir de leurs minerais
au moyen de techniques utilisant le feu. Une fois extraite, la poudre du minerai riche en Ni peut
s’oxyder au contact de I'air pour se retrouver sous forme d’oxydes de nickel (NiO). Le NiO se
retrouve, dans I'environnement, majoritairement a I'état redox NiO(+ll) (Yokel et al., 2006). Ces
activités miniéres sont ainsi responsables d’'une émission de particules de NiO et de Ni
directement dans les mines mais également de nanoparticules (NPs) de NiO et de Ni émises par
les usines de traitement et de raffineries. En effet, deux nouvelles usines de transformation de Ni
de classe mondiale sont entrées en activité en 2010 (Goro Nickel dans le Sud) et 2014 (Koniambo,
dans le Nord) ; en plus de I'usine de la SLN a Nouméa déja existante. En représentant 8 a 17 % du
PIB annuel, la production de Ni est en enjeu économique majeur pour le territoire, au détriment
d’'impacts potentiels sur la santé humaine et sur I'environnement. Les activités miniéres
représentent d’ailleurs de nos jours la deuxieme source de contamination des sols par les métaux
dans le monde (Singh et al., 2005).

Des études réalisées en Nouvelle-Calédonie depuis quelques années ont commencé a mettre en
évidence I'impact négatif sur I'environnement et sur la population humaine des exploitations
miniéres. Au niveau environnemental, la Nouvelle-Calédonie se caractérise par la richesse de sa
faune et de sa flore avec prés de 80 % des espéeces végétales qui sont endémiques. Les
exploitations minieres ont décapé des hectares de foréts et de savane, mais ce n’est qu’a partir
des années 1970 que la population s’est intéressée a ces dégradations. A ce jour, il a été montré
une modification de la génétique de certains végétaux, tels que les coniféres, en lien direct avec
la dégradation de I’environnement par I'Homme également a cause des activités agricoles (Kettle
et al., 2007) car les foréts ne couvrant plus que 2 % de leur surface d’origine (Bouchet et al., 1995).

Les trois principales sociétés minieres du pays essayent d’ailleurs aujourd’hui de participer a la
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revégétalisation pour reconstituer les paysages de I'ere « d’avant nickel ». En plus des foréts, les
écosystemes agricoles et aquatiques des rivieres sont également fortement dégradés et
contaminés par les métaux (Gunkel-Grillon et al., 2014, Hedouin et al., 2007, Bonnet et al., 2014).
Aujourd’hui, les anciennes exploitations minieres abandonnées sont également responsables
d’une importante pollution des eaux et de Iair. Le lagon calédonien étant un des derniers espaces
tropicales cotiers considéré en bon état de santé. La conservation et la protection de
I’environnement de I'lle est donc un défi important. Au niveau sanitaire, peu de données existent
sur les risques et conséquences d’une contamination au Ni par les particules atmosphériques
émises ou par des sources d’origine alimentaire. Cependant, des dosages de Ni dans les urines de
la population faits en 2016 ont révélé une imprégnation importante des calédoniens au Ni,
notamment pour les populations vivant dans des zones ultramafiques sans mine, ce qui laisse

supposer d’autres facteurs d’altération des sols (St-Jean et al., 2018).

La contamination de la faune, de la flore et de la population se fait principalement via I’émission
de particules de Ni et de NiO. En effet, les sols miniers sont sujets a I’érosion, d’une part, d’origine
anthropique par les activités minieres a ciel ouvert et, d’autre part, d’origine naturelle ce qui
représente une fraction non négligeable. Tout d’abord I’érosion éolienne, issue de I’altération des
roches par le vent, puis I'érosion mécanique due aux forces physiques (pluies) arrachant et
abimant les roches, sont des phénomenes naturels qui accroissent I’émission dans I'atmospheére
de particules provenant des roches latéritiques. Tous ces phénomeénes sont responsables d’une
augmentation significative des émissions atmosphériques d’ETM, notamment de particules de Ni
(Derbyshire, 2007, Pasquet et al., 2016a). Les activités miniéres diminuent ainsi la qualité de I'air
ambiant et augmentent, d’'une facon directe, I'exposition, notamment via l'inhalation, des
travailleurs ainsi que des populations environnantes, aux particules riches en Ni. De plus, ces
particules peuvent se retrouver dans |'écosystéme aquatique, en particulier dans les cours d’eau
douce proches des mines, par dép6t ou lessivage en aval des gisements de latérites nickéliferes,
jusqu’au lagon. Les métaux sont en effet lessivés sur les sols miniers, qui, ayant une faible capacité
de rétention de I'’eau, laissent ces métaux ruisseler sur les sols et se retrouver dans les cours d’eau
douce. Le transport des métaux dans les eaux de surface et le lessivage favorisent ainsi une

contamination des cours d’eau (Ashraf et al.,, 2011b, Ashraf et al.,, 2011a). Les organismes
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aquatiques vivant en aval des mines sont donc potentiellement impactés par la pollution des eaux

riches en ETM (figure 5).

Activités d’extractions miniéres
Erosion naturelle des sols

Particules
@ Ni

Transports atmosphériques
Transports via les cours d’eau douce

Inhalation

Ingestio Dépbts / lessivages

e

Population environnante
Travailleurs

Ecosystéme aquatique
Organismes des cours d’eau douce

Figure 5 : Chantier de construction de I'usine Métallurgique de PRNC sur des latérites nickéliferes en Nouvelle-Calédonie,
émission de particules ultrafines de NiO et de Ni. Les NPs peuvent étre inhalées par les travailleurs et les populations

environnantes, et se retrouver par dépdts ou lessivage dans les cours d’eau douce.

Quelles sont alors les conséquences d’une telle exposition chez I’'Homme et sur les écosystemes
aquatiques ? Aujourd’hui il existe peu de données qui permettent de répondre a cette
problématique. Dans cette Thése nous allons ainsi nous concentrer sur les conséquences d’une
exposition aux particules de NiO, et plus particulierement aux NPs de NiO, a la fois sur des cellules
vasculaires pulmonaires, cibles des particules inhalées par I’'Homme ; mais également sur un

organisme aquatique carnivore de fin de chaine trophique.
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Partie 2 : La pollution

Le contrble de la pollution de I'air ambiant et des eaux est un enjeu majeur pour assurer une
qualité satisfaisante a la fois de I’air que nous respirons, mais également des eaux, réservoirs

naturels de multiples organismes aquatiques et végétaux.

1. La pollution atmosphérique

1.1. Définition

La qualité de I'air que nous respirons dépend directement des polluants atmosphériques présents
dans I'atmosphére. En 2017, nous estimions a 7 millions le nombre de déces prématurés dans le
monde d{ a la pollution de I’air (Miller et al., 2017). En France, la pollution atmosphérique serait
responsable de 40 000 déces par an d’aprés une étude réalisée entre 2016 et 2019 par Santé
Publique France (SPF), devant I'alcool et les accidents de la route (SantéPubliqueFrance) et en
2022, 90 % de la population mondiale respirerait un air trop pollué selon 'OMS. La définition
francaise de la pollution atmosphérique date de 1996 avec la Loi sur I'Air et I'Utilisation
Rationnelle de I'Energie. Il est ainsi indiqué que la pollution atmosphérique constitue «
I'introduction par I’'homme, directement ou indirectement, dans I’atmosphere et les espaces clos,
de substances ayant des conséquences préjudiciables de nature a mettre en danger la santé
humaine, a nuire aux ressources biologiques et aux écosystémes, a influer sur les changements
climatiques, a détériorer les biens matériels, a provoquer des nuisances olfactives excessives ».
De plus, cette Loi reconnait « a chacun le droit de respirer un air qui ne nuise pas a sa santé »,
avec des actions « visant a prévenir, a surveiller, a réduire ou a supprimer les pollutions
atmosphériques, a préserver la qualité de l'air et, a ces fins, a économiser et a utiliser
rationnellement I'énergie » (Legifrance, 1996).

La prise de conscience des risques dus a une forte pollution atmosphérique date de 1952, lors de
I’épisode du smog (la grande fumée) a Londres, au Royaume-Uni. Il s’agissait d’un épais nuage de
fumée composé essentiellement de particules fines et d’ozone qui recouvra la ville durant 4 jours.
Les premieres estimations de 1953 faisaient état de 3 000 morts (Logan, 1953) mais des études
plus récentes montrent que cet épisode de pollution aurait causé prés de 12 000 déces suite a

des infections respiratoires (Bell and Davis, 2001).
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1.2. Les différents types de polluants atmosphériques

Les particules atmosphériques regroupent différents polluants, solides et/ou liquides en
suspension dans un milieu gazeux. Il existe deux grandes familles de polluants atmosphériques :

les polluants primaires et les polluants secondaires.

1.2.1. Polluants atmosphériques primaires
Il s’agit de polluants émis directement dans I'atmosphére, provenant de sources de pollution
anthropiques ou naturelles telles que le chauffage, le trafic routier aérien ou maritime,

I'agriculture ou encore les industries, notamment miniéres. Il en existe 7 catégories distinctes.

Les oxydes de carbone (COx) : Le plus répandu étant le monoxyde de carbone (CO) qui provient
principalement des gaz d’échappement des véhicules. Le CO a un impact négatif sur
I’environnement en étant précurseur de I'ozone troposphérique et en participant a I'effet de
serre suite a une transformation en gaz carbonique CO,. Le CO est également un polluant de I'air
intérieur majeur, en effet, chague année, un nombre non négligeable d’intoxications chez
I'Homme au CO sont rapportées, pouvant conduire jusqu’au déces, notamment a cause d’une

mauvaise installation des chauffages domestiques.

Les oxydes de soufre (SxOy) : lls proviennent de combustibles fossiles contenant du soufre et du
chauffage résidentiel essentiellement, mais ont également une origine naturelle notamment a la
suite d’éruptions volcaniques. Ces composés sont responsables des pluies acides via la formation
de polluants secondaires tel que l'acide sulfurique H,SO4, dégradant les végétaux, les
écosystemes aquatiques et forestiers et les sols. Chez I’'Homme, I'inhalation des oxydes de soufre

peut entrainer, en particulier, une irritation des muqueuses respiratoires.

Les oxydes d’azote (NOx) : Provenant essentiellement de processus de combustion a hautes
températures de combustibles fossiles, ils peuvent étre rejetés par les gaz d’échappement des
véhicules. Tout comme les oxydes de carbone, ils participent a I'effet de serre, comme les SxOy,
et au phénomeéne des pluies acides via la formation de polluants secondaires tels que I'acide
nitrique HNOs. Ce sont des gaz irritants pour les bronches, déclenchant notamment une

hyperréactivité bronchique.
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Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) : lls sont produits suite a une combustion
incompléte ou suite a I'utilisation de solvants ou dégraissants (produits ménagers). Les HAP sont
irritants pour 'Homme étant a l'origine d’une diminution de la capacité respiratoire et de
nuisances olfactives. Certains HAP sont d’ailleurs considérés comme cancérogenes, tels que le
benzopyréne ou encore le naphtaléne, classés respectivement classe 1B et 2B par le Centre

International de la Recherche sur le Cancer (CIRC).

Les composés organiques volatiles (COV) : Tout comme les HAP, les COV sont émis suite a une
combustion incompléte, principalement dus a des activités anthropiques dans trois secteurs en
particulier (secteur tertiaire 46%, industrie manufacturiere 36%, et les transports 8%). Les COV
peuvent provoquer des irritations de la muqueuse respiratoire, des douleurs respiratoires et
déclencher un asthme. Les COV sont également reconnus comme mutagénes et cancérogénes
(benzeéne, perchloroéthyléne...). En réagissent avec d’autres polluants de I'atmosphere, ils sont
précurseurs de particules secondaires. Les COV participent a I'effet de serre additionnel et

constituent des gaz a effets de serre (GES).

Les métaux et métalloides : Parmi les ETM nous retrouvons le plomb (Pb), le mercure (Hg), le
cadmium (Cd) mais également le Ni, métal auquel nous nous intéressons particulierement dans
cette These, et parmi les métalloides I'arsenic (AS). Les ETM ont de tres nombreuses origines,
naturelles (érosion des sols, feux de foréts, éruption volcanique) ou anthropiques dues aux
activités industrielles (extraction miniére comme en Nouvelle-Calédonie, aciérie, incinération de
déchets...). Les métaux ont un réle important dans la contamination des sols et des aliments qui
peuvent étre contaminés soit directement par la présence de métaux dans les sols ou bien par les
lessivages ou les retombées de particules riches en métal. Ces polluants sont également connus
comme pouvant s’accumuler dans les organismes vivants perturbant ainsi leur physiologie ce qui
sera détaillé plus tard (paragraphe 2.3.2). Les métaux peuvent étre inhalés, ou, ingérés par
'Homme aprés consommation d’aliments contaminés. Ces expositions peuvent a l'origine
d’effets déléteres sur les voies respiratoires, le systéme nerveux, le systéme hépatique ou encore
sur les fonctions rénales. Certains de ces métaux ou métalloides sont par ailleurs classés

cancérigenes (Cd et As groupe 1 ; Ni groupe 2B) selon le CIRC.
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Polluants particulaires : Ce type de polluant sera détaillé dans le paragraphe 1.2.3.

1.2.2. Polluants atmosphériques secondaires
Il s’agit de polluants issus de modifications physico-chimiques de différents polluants
atmosphériques.
L’ozone (03z) : Provient par exemple de la transformation photochimique complexe entre certains
polluants comme les NOx, le CO et les COV. C’'est un gaz irritant, notamment, pour les muqueuses

respiratoires et oculaires.

L’ammoniac (NHs) : Provient principalement des activités agricoles avec la volatilisation lors des

épandages d’engrais. C'est un gaz irritant qui participe également aux pluies acides.

Y

Les nitrites (NOy) : Emis lors de processus de combustion a partir d’oxydes d’azote et de

peroxydes d’azote. Produits en exceés, ils contribuent aux phénomenes des pluies acides.

Les différentes origines des polluants atmosphériques sont résumées dans la figure 6.
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Figure 6: Schéma des principales sources de polluants atmosphériques. D’aprés « Synthése sur les particules

atmosphériques », rapport d’Airparif — Rapport avril 2021. AirParif
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1.2.3. Polluants atmosphériques particulaires
Les particules atmosphériques sont composées de particules solides microscopiques, les
« Particulate Matter » (PM), et de gouttelettes liquides en suspension dans I'air. Il s’agit de
polluants primaires et secondaires dus aux processus de nucléation possible dans I'atmospheére a
partir de composés dissous qui donneront ensuite des polluants secondaires. Les particules
atmosphériques sont des mélanges hétérogenes qui ont des compositions et des caractéristiques
physico-chimiques différentes a I'origine de nombreux effets toxiques qui different selon leur
taille et leur composition que ce soit pour I'environnement ou I’'Homme. Elles peuvent avoir
plusieurs origines, d’'une part, le rejet direct dans I'atmosphéere de particules provenant des
activités industrielles, domestiques ou de transport, et, d’autre part, la remise en suspension de
particules déposées sur le sol avec les vents ou bien la transformation chimique des gaz. Les PM
sont notamment et essentiellement responsables d’une toxicité respiratoire et cardio-vasculaire.
Les PM peuvent étre classées selon leur diametre aérodynamique moyen (dam). Ce dernier est
défini comme étant le diamétre de la particule sphérique d’une masse volumique de 1 000 kg/m?3
ayant la méme vitesse limite de chute dans I'air que la particule (CNRS). On distingue quatre
classes granulométriques (figure 7), toutes regroupées sous le terme de PTS, particules totales en

suspension (AIRPARIF, 2010).
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Figure 7 : Ordre de grandeurs des particules atmosphériques dont les nanoparticules par rapport a d’autres systémes. La nano-

échelle se situe entre la taille d’un virus et des rayons de I’ADN. D’apres AirParif — Rapport 2019.

Les PM:1o (particules grossieres) : Particules avec un dam supérieur a 10 um.
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Les PM1o (grosses particules) : Particules ayant un dam inférieur a 10 um. Ce sont des particules
qui sédimentent rapidement et qui sont couramment controlées par les organismes de la
surveillance de la qualité de I'air comme AirParif a Paris ou Scal’Air (Association de Surveillance
Calédonienne de la Qualité de I'Air) en Nouvelle-Calédonie. Elles sont souvent retrouvées dans
I’appareil respiratoire supérieur (fosse nasale) et se déposent par interception avec la surface
biologique qu’elles vont rencontrer. Ces PM provoquent surtout des irritations locales et des

bralures (D, 2005).

Les PMzs (particules fines): Particules ayant un dam inférieur a 2.5 um. Ces particules
sédimentent moins rapidement et sont plus nocives pour la santé que les PMig notamment a
cause de leur taille, leur permettant de pénétrer plus profondément dans I'appareil respiratoire,
atteignant les bronches et les alvéoles. Leur concentration dans I’'atmosphére constitue un enjeu
majeur de santé publique. Elles sont, notamment, responsables de symptomes respiratoires
comme la toux, un essoufflement et des expectorations, puis a plus long terme de crise d’asthme
ou de broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO), mais également de symptomes et

pathologies cardiovasculaires telle que I'hypertension artérielle.

Les PMo.1 (particules ultrafines, PUF) : Particules dont la taille dans les trois dimensions de
I’espace ne dépasse pas 100 nm. Nous parlons ainsi de nanoparticules (NPs) lorsque les particules
ultrafines sont d’origine manufacturée. En raison de leur petite taille, les PUF peuvent étre
transportées au gres des vents sur plusieurs centaines de kilométres avant de se retrouver par
dépot sur les écosystemes. Les PUF proviennent de différentes sources d’émission, il peut s’agir
de PUF d’origine anthropique non intentionnelle (émissions Diesel, combustion d’origine fossile,
usure des pneus, plaquettes freins, procédés d’incinérations...), ou intentionnelle (NPs
manufacturées utilisées dans le domaine médical, cosmétique, pharmaceutique, agroalimentaire,
industriel...), ou bien, d’origine naturelle (incendies, éruptions volcaniques ... ) (Pascal Andujar,
2008). La nature chimique des PUF differe selon leurs origines. En Nouvelle-Calédonie des PUF de
NiO et de Ni provenant de I'extraction miniere a partir de roches magmatiques peuvent étre
émises dans |I'atmosphéere. Les PUF de NiO et de Ni ont donc a la fois une origine naturelle, via
I’érosion naturelle des sols calédoniens, et anthropique, via les activités humaines d’extraction

des minerais.
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Apres inhalation, les particules atmosphériques pénéetrent dans les voies respiratoires et sont
transportées plus ou moins profondément dans les poumons (Saieg et al., 2011, Horemans et al.,
2012). U'appareil respiratoire constitue donc une cible privilégiée des particules inhalées. Les
particules les plus grosses (> 1 um) vont plutdt rester piégées au niveau du pharynx et du larynx
ou elles peuvent étre expectorées. Les particules de tailles intermédiaires (< 0,1 um) peuvent se
déposer tout le long de I'arbre trachéo-bronchique. Enfin, les nanoparticules les plus fines (< 0,01
um) peuvent se déposer jusqu’aux alvéoles pulmonaires, franchir la barriére alvéolo-capillaire et
se retrouver dans la circulation générale d’ou elles peuvent atteindre différents tissus et organes.
En effet, de nombreuses études in vivo, ont montré un passage rapide des particules les plus fines,
ainsi que de leurs constituants solubles, dans la circulation systémique, ce qui pourrait entrainer
des effets délétéres par interaction directe avec le systeme cardiovasculaire, notamment avec les
cellules endothéliales (CE) qui tapissent la lumiere des vaisseaux (Miller et al., 2017, Nemmar et
al., 2013).

Les PUF et NPs peuvent se déposer par différents mécanismes dans I'appareil respiratoire. Le plus
souvent, deux mécanismes se distinguent : la sédimentation et la diffusion brownienne. La
sédimentation a lieu surtout au niveau des voies respiratoires supérieures pour les PM avec un
dam > 0.5 um ou elles sédimenteront relativement vite mais cette vitesse diminue petit a petit le
long de I'appareil respiratoire. La diffusion brownienne, quant a elle, a lieu principalement au
niveau des bronchioles et des alvéoles dans l'appareil respiratoire inférieur. Il s’agit d’un
mouvement aléatoire des particules qui concernent les PM les plus petites donc avec un dam <
0.5 um (Chen et al., 2006).

Le dépot des PM dépend bien slr de leur dam mais également de leur composition physico-
chimique, de la structure des voies respiratoires, de I'état du patient et des conditions
météorologiques (humidité, sécheresse...) au moment de l'inhalation (Schmid et al., 2009).
Plusieurs études ont tenté de prédire la déposition des PM en fonction de leurs tailles, comme

présenté dans la figure 8.
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Figure 8 : Dépot de particules inhalées selon la région anatomique. Les particules de diametre aérodynamique moyen

inférieur a 100 nm atteignent la région alvéolaire, contrairement au PMjg piégées au niveau nasal. Oberdorster et al. 2005

50



1.3. Réglementation francaise

Lam
n°20

Euro

ise en place de valeurs limites dans I'atmosphére des polluants date de 2010 avec le décret
10-1250 du 21 octobre 2010 correspondant a la directive 2008/50/CE de la Commission

péenne du 21 mai 2008 (Legifrance, 2010) (tableau 1). Ce décret fixe des normes, pour les

polluants surveillés, tels que :

L'objectif de qualité, a atteindre a long terme et maintenir sauf lorsque cela n’est pas
réalisable

La valeur cible, a atteindre dans un délai donné

La valeur limite, a atteindre dans un délai donné et a ne pas dépasser, cette valeur est
fixée sur la base de connaissances scientifiques

Le seuil d’'information et de recommandation, s’il est dépassé, un risque pour la santé
humaine et pour les populations sensibles existe

Le seuil d’alerte, s’il est dépassé, un risque pour I'ensemble de la population existe,

justifiant I'intervention de mesures préfectorales d’urgence.

Tableau 1: Valeurs réglementaires relatives aux polluants atmosphériques. D’aprés le Décret 2010-1250 du Ministére de

I’écologie, du développement durable et de I'énergie.

Objectif Valeur cible Valeur limite Seuil d’info. & Seuil d’alerte
qualité recommandation
NO2 40 pg/m?3 (an) 40 pg/m?3 200 pg/m3(h) 400 pg/m3(h)
200 pg/m3(h) Plusde 3 h
Max 18 fois/an 200 pg/m3(h)
Sur 3 jours
03 120 pg/m?3 120 pg/m?3(8h) 180 pg/m3(h) 240 pg/m3(h)
(8h) Max 25 fois/an
SO2 50 pg/m?(an) 350 pg/m?3 300 pg/m3(h) 500 pg/m3(h)
Max 24 fois/an Plus de 3h
125 pg/m3 (jour)
Max 3 fois/an
co 10 mg/m3 (8h)
CsHs 2 pug/m3(an) 5 pg/m?3(an)
PM1o 30 pug/m?(an) 40 pg/m?3(an) 50 pg/m3(h) 80 pg/m3(h)
50 ug/m?® (jour)
Max 35 fois/an
PMa2.s 10 pg/m3(an) 20 pg/m3(an) | 2012: 27 ug/m3(an)
2015: 25 pg/m3(an)
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Il existe ainsi aujourd’hui des organismes chargés de la surveillance de la qualité de I'air, tels
gu’AirParif ou Scal’Air, qui effectuent des mesures quotidiennes des différents polluants classés
comme « a surveiller » (polluants du tableau 1) et conseillent ensuite sur les mesures a mettre en
place en cas de dépassement des seuils afin de limiter les pics de pollution. Par exemple, en cas
de dépassement des seuils pour les PMig et/ou les PM;,s relevés par les organismes de
surveillance, des conseils sont donnés au préfet afin qu’il mette éventuellement en place des
mesures permettant de limiter les pics de pollution en faisant appliquer des mesures
préfectorales d’urgence. Parmi les mesures, un principe de circulation alternée peut étre mis en
ceuvre afin de limiter les émissions de polluants des voitures les plus polluantes, ou bien la
gratuité des transports en commun ou des stationnements. En revanche, tous les polluants ne

sont pas surveillés, notamment les particules de tailles nanométriques.

1.4. Réglementation des particules de nickel dans I'atmospheéere

En Nouvelle-Calédonie, la qualité atmosphérique est régulierement controlée par Scal’Air. Trois
polluants sont contrélés en permanence dans I'atmosphére, les NOx et le dioxyde de soufre (SO3)
provenant des processus de combustion et |I’Os. En plus de ces derniers, la teneur en PMiget PMy 5
est étroitement surveillée. Scal’Air controle, également, lors de différentes campagnes, la teneur
en poussieres sédimentaires, en COV et en métaux, notamment en Ni. Il n’existe pas de
réglementation locale en Nouvelle-Calédonie. C’est pourquoi, depuis 2007, I'organisme Scal’Air
s’appuie sur les réglementations Européennes et Métropolitaines.

Pour les PM1o, la directive européenne 2008/50/CE du 21 mai 2008 donne une valeur limite pour
la protection de la santé humaine de 40 pg/m?3 en moyenne sur une année. Les prélévements en
Nouvelle-Calédonie donnent des valeurs comprises entre 13 ug/m3 et 18 pg/m?3 depuis 2008.
L’OMS recommande néanmoins de ne pas dépasser 15 pg/m? en moyenne sur une année.

Pour les PM2s, I’'Union Européenne donne une valeur limite de 10 pg/m3 en moyenne sur une
année alors que I’OMS donne une valeur limite recommandée de 5 pg/m3. En Nouvelle-Calédonie,
les valeurs sont comprises entre 4 pg/m3 et 6 pg/m3 depuis 2008.

En revanche, selon la Directive Européenne de 2004, revue en 2012, Directive 2004/107/CE, la
valeur cible de Ni présent dans les PM1o devrait étre inférieure & 20 ng/m3 (en moyenne sur une
année). La valeur cible représente le niveau de concentration de substances polluantes dans

I'atmosphére fixé dans le but d’éviter, de prévenir ou de réduire les effets nocifs sur la santé
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humaine ou sur I’environnement, avec une valeur cible a atteindre, dans la mesure du possible,
dans un délai donné. En France Métropolitaine, cette valeur varie de 1 3 10 ng/m?3. En revanche,
a Nouméa, des prélevements annuels effectués par Scal’Air, donnent une valeur de Ni présent
dans les PM1o supérieure a la valeur cible. Les prélevements effectués en 2018 varient de 23.8 a
42.1 ng/m?3, soit plus de deux fois la limite supérieure de la Directive Européenne (figure 9). Méme
si nous pouvons noter une diminution des concentrations en Ni dans les PM1g les deux dernieres
années, il faut, également, prendre en compte que 2020 n’est pas représentative d’'une année
classique aux vues des restrictions sanitaires ayant entrainé une nette baisse des activités
miniéres et du fonctionnement des usines. Cependant, les derniéres données de Scal’Air de 2021
montrent bien a nouveau une augmentation des concentrations de Ni dans les PM1p a Nouméa,
supérieures a 20 ng/m3. En Nouvelle-Calédonie, aucune étude épidémiologique sur I’exposition
de la population par inhalation n’a été réalisée a ce jour. En revanche, I'imprégnation des
populations aux métaux, toutes voies d’expositions confondues, notamment au Ni, a été mise en
évidence lors d’'une étude épidémiologique réalisée en 2018 qui sera détaillée dans la partie 3 (St
Jean et al, 2018).

Face a ces chiffres alarmants et a 'importance de I’activité miniere, un centre sur le nickel (CNRT-
Nickel, Centre National de Recherche Technologique) dédié a I'étude de I'impact
environnemental et sanitaire du nickel a été fondé en 2007 a Nouméa. Ce centre s’intéresse aussi
bien au développement de I'industrie métallurgique et miniére, qu’aux retombées sociétales du
Ni et ses effets sur la santé et I'environnement. En effet, '’émission de ces particules en
concentrations supérieures aux réglementations pourrait avoir des effets néfastes sur la santé

humaine et sur les différents écosystemes.
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Evolution des concentrations moyennes annuelles* en nickel
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Figure 9 : Evolution des concentrations moyennes annuelles en nickel (ng/m3) selon Scal-Air — Rapport annuel 2020.
*pour le réseau de Nouméa : moyenne des 4 stations fixes, sauf en 2017 calculée sans la station de I'anse vata. Les données de
2016 ont été obtenues par un équipement hors référence nationale puis recalculées par une formule d’équivalence.

Pour le réseau du sud : moyenne des 4 stations fixes en 2015, puis des stations de la base vie, et de la forét nord de 2016 a 2020.

Parmi tous ces polluants atmosphériques, certains sont également retrouvés dans les cours d’eau

douce par dépots ou lessivages ce que nous allons voir dans le paragraphe suivant.

2. La pollution dans les cours d’eau douce

2.1. Définition
En ce qui concerne la pollution des eaux, un cours d'eau est considéré comme pollué lorsque la
composition ou I'état des eaux sont directement ou indirectement modifiés, notamment du fait
de l'activité de 'Homme. La pollution de I'eau se caractérise alors par une pollution biologique
(présence de micro-organismes ou espéces invasives), une pollution physique (modifications de
température, d’écoulement des eaux ou présence de radiations) ou bien une pollution chimique
(d’origine industrielle, urbaine ou agricole). Toutes les ressources en eau peuvent étre concernées
par la pollution : les cours d’eau douce, les nappes d’eau souterraines, les eaux saumatres, I'eau
de pluie, la neige ou la glace polaire. Dans cette Thése nous nous intéressons aux cours d’eau

douce.
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Les activités humaines sont a I'origine de I’émission et de la production de nombreux polluants
gui seront soit émis dans I'atmosphere, comme décrit précédemment, soit évacués dans les eaux
usées, soit répandus sur les sols pour se retrouver dans les cours d’eau, notamment par lessivage.
La plupart de ces polluants rejoignent ainsi les milieux aquatiques et particulierement les eaux de
surface. Seules 44 % des eaux de surface en France affichaient un bon état écologique en 2015
selon le Ministére de I'Environnement. Cette altération peut ainsi avoir des conséquences, a la
fois sur les eaux pour la consommation humaine et donc sur la santé, mais également sur les
organismes aquatiques. En effet, certains polluants peuvent étre cancérigénes pour ’'Homme s'ils
sont présents en trop grandes quantités dans les eaux a consommation humaine, comme I'As,
certains ETM (Ni, Cd), les nitrites, les HAPs ou encore quelques pesticides (atrazine,
chlordécone...). Les organismes aquatiques, quant a eux, peuvent étre des réservoirs de certains
polluants, notamment les polluants organiques dont les perturbateurs endocriniens et les ETM,
et ainsi bioaccumuler ces derniers. La bioaccumulation de substances chez les poissons désigne
leur capacité a absorber et a concentrer dans leur organisme entier, ou dans un organe cible, ces
substances. L'ECETOC (European Chemical Industry Ecology and Toxicology Center, 1996) définit
la bioaccumulation comme « le résultat net de I"'accumulation, la distribution et I’élimination
d’une substance dans un organisme due a son exposition dans I'eau, la nourriture, les sédiments
et I'air ». Cette bioaccumulation peut avoir des conséquences graves chez certaines espéces
conduisant, d’une part, a une diminution de leur population et, d’autre part, a la consommation
de poissons pollués a I'origine d’importants probléemes de santé. En effet, méme si de nos jours
les effets bénéfiques de la consommation de poissons, notamment, sur la prévention des
maladies cardiovasculaires est reconnu (Kris-Etherton et al., 2002), cette consommation peut
s’avérer néfaste si les seuils réglementaires de concentrations en polluants tels que les ETM sont
dépassés pouvant ainsi induire des maladies cardiovasculaires, neurologiques ou encore
métaboliques (Kroger and Laforce, 2016, Stratakis et al., 2020, Virtanen et al., 2007). La pollution
des eaux en métaux est ainsi a la fois une problématique environnementale et sanitaire.

En Nouvelle-Calédonie, c’est le cumul de deux phénomenes qui est responsable de la pollution
des rivieres par les métaux. Le premier est I'érosion naturelle et anthropique des sols comme
décrit dans la partie 1, permettant la remise en suspension des particules de latérites qui se
déposeront ensuite par sédimentation dans les rivieres proches des mines. Le second phénomene

est le lessivage des sols qui joue un réle majeur dans la contamination des eaux par les ETM, en
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particulier suite a de forts épisodes de pluie entrainant ainsi les particules métalliques dans les
rivieres, comme montré sur la photo en figure 10, prise en Nouvelle-Calédonie aprés un fort
épisode de pluie en avril 2011.

Ala suite de ces phénomeénes, des PUF et des NPs de Ni et de NiO se retrouveront donc par dépot
ou lessivage dans I’écosystéme aquatique et impacteront directement les organismes vivants

dans les cours d'eau douce situés a I'aval des activités minieres.

Figure 10 : Augmentation de la turbidité de la riviere du village de Poro et a son embouchure aprés de fortes pluie en avril
2011 (132,5mm), photo de droite. Extrait du rapport final du projet CNRT-Ni « petits bassins versants miniers » Allenbach,
2015

2.2. Les différents types de polluants
Les activités humaines, qu’elles soient industrielles, urbaines ou agricoles produisent des
guantités importantes de substances polluantes a I'origine de différents types de polluants. Nous
retrouvons, ainsi, deux groupes de polluants classés selon leur taille : les macropolluants et les

micropolluants.

2.2.1. Macropolluants

Les macropolluants sont, par définition, des molécules de grande taille, qui peuvent étre

présentes naturellement dans les eaux ou bien, apportées par I'activité humaine. Ces substances
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ne présentent pas de danger pour I'écosystéme aquatique ou I’eau potable a condition que leurs
concentrations restent en dessous des seuils d’effet. Parmi les macropolluants, nous retrouvons
par exemple les nitrites. Pour les macropolluants, nous parlerons de concentration en mg/L au

contraire des micropolluants dosés en pg/L.

2.2.2. Micropolluants : les métaux
Définition
Les micropolluants sont des composés toxiques a de tres faibles concentrations (ug/L). lls
contaminent I’eau soit par apport direct (ruissellement, érosion, lessivage) soit par apport indirect

via la pluie (figure 11).
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Figure 11 : Origine des polluants de I'eau : dissémination des polluants dans I'environnement et I'eau. D’apreés |'organisme

« Ensemble pour orgeval » - Rapport de 2011

Plusieurs familles de micropolluants sont distinguées, tels que les pesticides, les micropolluants
organiques (solvants, hydrocarbures), les micropolluants issus de la microbiologie, et enfin les
ETM. Dans ce travail de Thése nous nous intéressons uniquement aux micropolluants métalliques,
lesquels peuvent exister, dans le milieu aqueux, sous forme dissoute ou particulaire.

Les métaux, définis dans le paragraphe 1.2.1 en tant que polluants atmosphériques primaires,
peuvent, également, se retrouver dans les eaux. lls sont regroupés sous le terme d’ETM présents
a I’état naturel dans les sols et les roches. C'est d’ailleurs la présence de sols riches en ETM qui

contribue a la contamination métallique des eaux, notamment en Nouvelle-Calédonie ou le sol
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est composé de roches ultrabasiques riches en Mn, Cr, Co, Fe et Ni sur plus de 5 000 km? (partie
1). En plus de ces apports naturels, les activités humaines contribuent fortement a la pollution
des eaux par les métaux notamment avec les rejets d’usines de production (fumées, incinération
des déchets ou évacuations directe de ces déchets dans les eaux) ; les exploitations minieres ou
encore |'agriculture (épandage d’oligo-éléments ou de boues résiduelles de stations d’épuration
sur les terres cultivées, formulations de certains phytosanitaires) qui sont de nos jours, des enjeux
économiques majeurs pour les pays.

Parmi ces polluants métalliques, nous retrouvons différents métaux/métalloides tels que
I"aluminium (Al), I'As, le Cr, le Co, le cuivre (Cu), le Mn, le zinc (Zn), le Ni ou encore des métaux
traces comme le Cd, le Hg ou le Pb, plus toxiques que les premiers des de tres faibles
concentrations. Ces métaux sont utilisés dans de trés nombreux domaines de I'industrie, et font
partie de notre vie quotidienne. Par exemple le Cd est utilisé pour la fabrication des piles et dans
les revétements de surface, le Cu utilisé dans I’électronique et en tant que fongicide, le Pb pour
la fabrication des tuyauteries ou encore I'Al dans I'industrie agroalimentaire, pharmaceutique,

cosmétique et dans les matériaux de construction.

Notion de métal essentiel

Parmi tous ces éléments métalliques, certains sont considérés comme essentiels, c’est-a-dire
gu’ils jouent un réle majeur dans les processus biologiques des organismes vivants, comme le Mn,
le Fe, le Zn ou encore le Cu. En ce qui concerne le Ni, la littérature diverge au sujet de la notion
de métal essentiel. En effet, il n’existe aucune preuve aujourd’hui que le Ni est un métal essentiel
chez les organismes aquatiques tels que les poissons, contrairement aux micro-organismes et
plantes pour lesquels le caractére essentiel de ce métal est certain en tant que cofacteur de huit
hydrogénases (Ragsdale, 2005, Bowen, 1966). La littérature manque de données précises sur
cette notion pour le Ni, certains auteurs ont montré qu’une carence en Ni chez les animaux
terrestres pouvait entrainer des retards de croissance. Cependant, chez les espéces aquatiques,
le Ni étant difficilement éliminé par les poissons et crustacés, certaines études tendent a montrer
que le Ni serait peu, voire non essentiel pour ces espéces, mais d’autre auteurs pensent que le Ni
serait essentiel mais a de tres faibles doses, ce qui pourrait expliquer sa rapide toxicité dés de
faibles doses (Chowdhury et al., 2008a, Chowdhury et al., 2008b, Nielsen, 2000, Phipps et al.,

2002, Tjalve et al., 1988). Le Ni est néanmoins classé cancérigene 2B tant pour ’'Homme que pour
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les poissons (Chiffoleau et al.,, 2004). Nous ne pouvons donc pas aujourd’hui affirmer son
caractere essentiel ou non malgré le fait que le Ni n’aurait aujourd’hui aucune utilité connue dans

aucune fonction biologique chez les poissons.

La bioamplification des métaux

Les ETM, une fois assimilés par les organismes vivants, peuvent s’accumuler le long de la chaine
trophique et ainsi perturber la faune aquatique. Aprés bioaccumulation, les métaux non
essentiels ont la particularité de ne plus pouvoir étre éliminés par les organismes aquatiques qui
n‘ont pas la capacité de détoxication métallique suffisante et voient leur systeme de défense
enzymatique rapidement saturé, ce qui définit d’ailleurs la notion de « métal non essentiel ». Il
est rapporté aujourd’hui qu’une pollution trop importante des eaux en métaux dans les cours
d’eau douce peut entrainer une diminution de la population de certaines espéeces de poissons et
en particulier de celles en fin de chaine trophique comme le thon, le saumon ou les anguilles
(Pierron et al., 2008, Gauthier et al., 2009, Buttermore et al., 2018). En effet, en étant en fin de
chaine trophique, les poissons carnivores bioaccumulent et parfois bioamplifient les métaux, ce
qui pourrait les impacter potentiellement plus que les espéces de début de chaine trophique.
Toutefois, les poissons possedent des systémes de défense contre les métaux avec la présence
par exemple des métallothionéines (Dehghani et al., 2022, Polak-Juszczak, 2012). La
bioamplification d’'un métal signifie que Ila concentration de ce dernier augmente
progressivement le long du réseau trophique aprés avoir été transféré d’une espéce a l'autre via
la nourriture (Connell et al., 1998, Connell and Markwell, 1990). Une illustration de ce phénomeéne
est présentée pour le Hg sur la figure 12. En ce qui concerne le Ni, le peu de données disponibles
aujourd’hui tendent a dire qu’il ne se bioamplifierait pas, ou trés peu, le long de la chaine

trophique.
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Figure 12 : Bioaccumulation du mercure le long de la chaine trophique. Schéma simplifié de la « cinétique environnementale

du mercure et de sa bioamplification dans la chaine alimentaire » par Lamiot — Rapport personnel

Phases dissoute et particulaire des métaux
Une fois les métaux introduits dans le milieu aquatique, ils peuvent se présenter sous différentes
phases en fonction des paramétres environnementaux du milieu dans lequel ils sont, la phase

dissoute et la phase particulaire étant les deux grandes principales phases.

Phase dissoute : La fraction dissoute se définit par la phase retenue apres la filtration de I'eau a
travers des pores de diamétre égal a 0.45 um (ou 0.22 um selon les auteurs), cela permet de
séparer les métaux dissous de ceux associés aux matiéres en suspension (MES). Au sein de cette
phase de métaux dissous, différentes méthodes permettent ensuite de séparer les métaux
dissous labiles (I'ion libre), les complexes minéraux inorganiques et les complexes minéraux
organiques (LEESU). Dans les cours d’eau douce, il est estimé que 99.9 % du Ni dissous est lié aux
complexes minéraux organiques (Xue et al., 2001), alors que dans les eaux marines seulement 35

% du Ni dissous s’y lierait, cela serait dG a la différence de salinité entre eau douce et eau marine.
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Phase particulaire : Les MES, quant a elles, constituent la phase particulaire, celle retenue aprés
filtration sur membrane de porosité 0.45 ou 0.22 um. Dans les cours d’eau douce, les
concentrations en métaux mesurées sont liées a de multiples paramétres notamment aux
caractéristiques géochimiques des roches ou encore aux propriétés chimiques des riviéres. Les
métaux sous phase particulaire peuvent étre issus des produits de I’érosion des sols transportés
par les eaux de ruissellement, des activités industrielles ou encore des retombées séches des
particules atmosphériques définies dans le paragraphe 1.2. La majorité des métaux s’associe a la
matiére particulaire (Brigmann, 1995, Horowitz, 2000) et plus de 90 % de la concentration totale
en métaux dans les systéemes aquatiques est présente sous forme particulaire (Calmano et al.,
1993), associée aux MES (Walling et al., 2003). Pour le Ni, il est estimé qu’en moyenne 95 % du Ni
total est sous forme particulaire dans les eaux de surface (IRSN).

La figure 13 permet, avec I'exemple du Cu, de voir les différentes phases d’'un métal dans I'eau.
Souvent, la fraction de métal labile est considérée comme la plus biodisponible (Campbell et al.,

2002, Newman et al., 1994).
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Figure 13 : Formes prises par les métaux dans les eaux de surface : cas du cuivre. La filtration (conventionnellement réalisée
a 0,45 um), permet de séparer les fractions dissoute et particulaire. Au sein de la fraction dissoute, le gradient de diffusion
en couche mince sépare la fraction la plus labile et donc la plus susceptible d’étre biodisponible. Cu-AH et Cu-AF : complexes
organiques avec les acides humiques et fulviques ; Cu-L : autres complexes non biodisponibles. D’apres le rapport du

Laboratoire Eau Environnement et Systéme Urbains sur le cuivre. (LEESU)
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En Nouvelle-Calédonie, il a été montré que du Ni sous forme particulaire était retrouvé dans les
cours d’eau en aval des mines (Pasquet et al., 2018) et impactait les organismes y vivant.
Cependant, il faut également tenir compte d’un autre facteur qui impacte la concentration en Ni
dissous ou particulaire : les conditions météorologiques. En effet apres un long épisode de pluie,
il est observé une diminution de la quantité de la phase dissoute, d’'une part parce qu’il y a plus
de MES sur lesquelles les métaux se fixent (augmentation de la phase particulaire) et d’autre part
car il y a une dilution du volume d’eau aprés le lessivage des sols (LEESU). Cela est vérifié en
Nouvelle-Calédonie quand nous comparons deux périodes, une période séche et une période qui
fait suite a un tres fort épisode de pluie pour lesquelles il est mesuré respectivement des
concentrations moyennes en Ni dissous de 48 pg/L contre 8 pg/L apres les pluies (Gunkel-Grillon,

2021). Ces différences influent sur les voies de contamination des poissons aux métaux.

Spéciation en phase dissoute et biodisponibilité des métaux dans les eaux douces

La toxicité ainsi que la biodisponibilité des métaux dépend également de la spéciation chimique
du métal, facteur modifiant ou limitant I'accumulation de ce dernier (Nelson and Donkin, 1985).
La spéciation d’un métal, ou forme chimique, qualifie la distribution de ce dernier au sein des
différentes espéces chimiques qu'il peut présenter, ici, dans les cours d’eau douce, en fonction
des caractéristiques physico-chimiques du milieu aquatique dans lequel il est retrouvé (pH,
salinité, présence de matiere organique, d’autres métaux ou de micro-organismes etc... ).

Le Ni, métal insoluble dans I'eau, peut, lorsqu’il est sous forme dissoute, s’oxyder et former des
ions Ni?* dans I'eau et dans les liquides biologiques, ce qui augmente sa solubilité. Comme pour
la plupart des métaux, cet ion libre est généralement considéré comme l'espéce chimique la plus
toxique (Blewett and Leonard, 2017), tout simplement car c’est l'espéce chimique la plus
biodisponible. Le Ni rencontré dans |’eau est ainsi majoritairement présent sous forme d’ion libre
Ni%* qui pourra former différentes espéces chimiques tels que des sels solubles (chlorure NiCl, et

NiCl*, sulfate NiSO4, carbonates NiHCO3 et NiCOs et hydroxydes Ni(OH), et NiOH* (figure 14).
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Figure 14 : Spéciation du Ni dans les eaux douces (freshwater, fw) et les eaux marines (seawater, sw) a une concentration de

Ni de 100 mg/L, modélisée via visual minteq Blewett and Leonard, 2017

Dans les cours d’eau douce, les especes chimiques formées du Ni seront affectées par la
compétition avec les autres métaux (Cr, Fe, Mn et Co) et ions majeurs présentant des similitudes
physico-chimiques avec cet élément et qui pourront potentiellement entrer en compétition avec
lui pour les différents phénomeénes d’adsorption. Des complexes anioniques et/ou organiques,
formés par phénomeéne de complexation avec le Ni, peuvent également apparaitre, notamment,
par complexation avec le carbone organique dissous, plus présent dans les cours d’eau douce que
marin (Glover et al., 2005, Pempkowiak et al., 1999) . Tous ces paramétres impactent donc la

biodisponibilité et la toxicité du Ni (Wood et al., 2012).

Assimilation du nickel par les poissons

De la méme maniére que chez I'Homme, en raison de leur petite taille, les PUF et les NPs
métalliques peuvent facilement étre assimilées par les poissons le long de la chaine trophique.
L’assimilation des métaux peut se faire par deux voies principales. Dans un premier temps cela
peut se faire par la voie directe, c’est-a-dire par assimilation directe du métal dissous dans I'eau.
Cette contamination se fait majoritairement par assimilation au niveau des branchies qui est un
organe de transfert chez les poissons. Cependant, contrairement a d’autres métaux comme le Cd,
le Cu ou le Pb, le Ni se lierait peu aux branchies et il ne s’agirait pas de la principale voie d’entrée

dans I'organisme (Niyogi and Wood, 2004). La seconde voie d’entrée est la voie trophique, par
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laquelle les poissons se contaminent via leur alimentation riche en métaux. Ceux-ci sont alors
plutot concentrés dans des organes de stockage comme le foie ou les reins aprés avoir été
absorbés au niveau de I'estomac et de I'intestin moyen (Le Croizier et al., 2016). Pour cette voie,
le Ni serait absorbé dans I’estomac par un transporteur de haute affinité mais faible capacité alors
gue dans l'intestin moyen, il s’agirait d’ un transporteur de faible affinité mais tres haute capacité
(Ojo and Wood, 2007, Leonard et al., 2009). Dans les deux cas, les conséquences sur |'écosysteme
aquatique d’une contamination peuvent étre graves pour la population aquatique et in fine pour
I"'Homme qui représente le consommateur terminal de I'écosystéme.

L'ion Ni%** peut accéder a l'organisme aquatique par le biais de différents transporteurs, en
particulier sur les surfaces épithéliales (Wood, 2012). Les mécanismes ne sont pas encore bien
caractérisés ni compris mais I'absorption du métal libre, non complexé, peut se faire par trois
voies distinctes chez les poissons :

e Le mimétisme ionique : le Ni pourrait étre transporté par des voies congues pour absorber
des ions tels que le sodium (Na*), le calcium (Ca®*) ou le magnésium (Mg?*) chez des
organismes aquatiques comme la truite ou les algues (Bury et al., 2003, Deleebeeck et al.,
2008, Deleebeeck et al., 2007), en bloquant par exemple les canaux calciques ou en
entrant en compétition avec le Mg?* (Lee et al., 1999, Kasprzak and Poirier, 1985).

e Atravers I'épithélium des branchies via les transporteurs actifs spécifiques de métaux tels
gue le transporteur de métaux divalents (DMT1) existant chez les poissons (Bury et al.,
2003). Des études suggerent que le Ni** pourrait utiliser ce transporteur DMT1 pour
traverser les membranes cellulaires (Gunshin et al., 1997) et se retrouver ensuite dans le
plasma.

e La diffusion paracellulaire : les ions Ni%* souvent liés aux protéines sanguines, contribuent
ainsi a maintenir un gradient électrochimique a travers |'épithélium des branchies
favorisant une absorption passive de Ni, phénomene probablement favorable que chez

les poissons d'eau douce (Evans et al., 2005, Marshall, 2006).

2.3. Réglementation francgaise pour la surveillance de la qualité des eaux

La premiére loi a encadrer une surveillance de la qualité des eaux en France date de 1964 et pose
le principe d’une gestion de I'eau par grands bassins versants. Sont alors créées les agences de

I’eau qui sont missionnées pour faire des prélévements afin de surveiller la qualité des eaux. C'est
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ensuite a partir des années 1970 que les réseaux pour la surveillance de la qualité des eaux en
France se sont mis en place. Puis en 2000, une directive Européenne a été adoptée, la Directive-
cadre sur I'’eau ou DCE (2000/60/CE) visant a prévenir et réduire la pollution des eaux pour
améliorer I'état des écosystémes, assurer la non dégradation des ressources et milieux
aquatiques, le bon état des masses d’eau et le respect des normes dans les zones protégées au
niveau européen. La loi frangaise de 2004 a transposé la DCE et orienté toute la politique de I'eau
en fonction d’objectifs a atteindre notamment celui qu’en 2015 toutes les eaux aient un bon état
général. Cet objectif n’ayant pas été atteint, I'’échéance a été repoussée a 2021, puis 2027. En
France Métropolitaine, il existe 1 900 points de surveillance de la qualité des eaux de surface
continentales qui surveillent les paramétres de la DCE au moins une fois par an mais en 2013, 16
% des eaux de surface présentaient un « mauvais état ».

La surveillance de la qualité des milieux aquatiques se fonde sur trois groupes de parameétres :

Des parametres chimiques : Environ 3 000 parametres, regroupant notamment les nutriments
azotés et phosphorés ; les pesticides ; les métaux, dont le Ni et les autres composés organiques

ou inorganiques provenant de rejets industriels agricoles et urbains.

Des parametres physiques : Environ 400 parameétres qui caractérisent les matiéres en suspension
ou sédiments présents dans les eaux (volume, masse ..) et les conditions agissant sur le

développement de la faune et la flore aquatique (température, turbidité...).

Des parameétres biologiques : Environ une dizaine étant donné que certaines espéces animales
et végétales sont des bio-indicateurs de la qualité des milieux aquatiques. Pour quatre groupes
d’espéces, leur composition et abondance sont suivies : les diatomées, les macrophytes, les
invertébrés et les poissons.

A partir de ces paramétres, il a été établi la notion de « bon état » des eaux, résumée sur la figure
15.

En ce qui concerne la surveillance des métaux, il existe aujourd’hui, dans les eaux, une surveillance

des concentrations en Fe, Cr, Zn, Hg, Cd, Pb, As et Ni.
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Figure 15 : Parametres suivis dans le cadre de la DCE qui permettent de qualifier le Bon Etat des eaux, adapté du rapport

sur la DCE du collectif CEVE, 2022
2.4. Réglementation de la contamination en nickel dans I'eau en Nouvelle

Calédonie

En Nouvelle-Calédonie, tout comme pour la surveillance de la qualité de I'air, deux organismes
s’occupent de controler régulierement la qualité des eaux (eaux marines, eaux de baignades, eaux
pour la consommation humaine et rivieres), il s’agit de la DAVAR (direction des affaires
vétérinaires alimentaires et rurales a travers son service de I'eau) et de la DASS-NC (direction des
Affaires sanitaires et sociales-Nouvelle Calédonie). Ces organismes ont pour mission de gérer au
mieux les alertes de pollution liées a I'eau grace a un guide d'urgence eau édité seulement depuis
juillet 2008. La DAVAR est plutdt en charge de la protection de la ressource en eau alors que la
DASS-NC est en charge du suivi sanitaire de I'eau de consommation. De nos jours, il n’existe
aucune réglementation calédonienne, comme pour la pollution atmosphérique, c’est pourquoi la
Nouvelle-Calédonie s’appuie sur le décret métropolitain de 2007 relatif aux limites et références
de qualité des eaux brutes et des eaux destinées a la consommation humaine. Ce méme décret
s’appuie lui-méme sur la DCE 2008/105/CE (mise a jour de la DCE 2000/60/CE) du Parlement et
du Conseil Européen qui ont établi des normes de qualité environnementale (NQE) dans le

domaine de I'eau. La NQE recense 33 substances prioritaires dont 15 micropolluants parmi
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lesquels nous retrouvons le Ni, considéré comme micropolluant inorganique issu principalement
de I'activité industrielle. La NQE du Ni en eau coétiéere de transition est de 20 ug/L, en revanche,
pour les eaux de surfaces intérieures, c’est-a-dire les riviéres, elle est de 4 pg/L en moyenne sur
une année, avec une concentration maximale admissible de 34 ug/L.

En raison de la composition des sols calédoniens, ces réglementations sont difficilement
respectables dans les rivieres, au vu du bruit de fond géochimique responsable de concentrations
en Ni dans les riviéres variant respectivement de 35 a 96 pg/L pour celles sous influence miniéere,
et de 7 pug/L pour les rivieres éloignées des mines. Nous voyons bien que méme loin des mines, a
partir du moment ou les riviéres sont sur sols ultramafiques, les valeurs de la NQE sont dépassées.
En revanche, dans les rivieres éloignées des sols miniers de latérites, donc sur des sols plut6t
volcano-sédimentaire, nous retrouvons des concentrations en Ni dans les eaux variant de 0,05 a
2,9 pg/L (AEL, ValeNC 2013; Soproner, SLN, 2013) (Migon et al., 2007, Boula et al., 2022). A titre
de comparaison, en moyenne dans le monde, la concentration en Ni dans les eaux naturelles varie

en fonction des facteurs géologiques entre 0,2 et 0,7 pug/L (Chau and Kulikovsky-Cordeiro, 1995).

Apreés avoir défini la pollution atmosphérique et la pollution des eaux, ainsi que les principales
cibles de ces pollutions, nous allons maintenant présenter les modeles biologiques sur lesquels
nous avons travaillé. En effet, en toxicologie humaine nous nous sommes intéressés a la toxicité
des NPs sur des cellules vasculaires pulmonaires, notamment les CE. Les CE ont été choisies
comme modele biologique d’une part pour leur réle majeur dans la circulation pulmonaire, et qui
sont aujourd’hui connues comme étant une cible des NPs mais restent peu étudiées alors que
nous savons qu’une dysfonction endothéliale peut conduire au déclenchement ou a
I’exacerbation de pathologies cardiovasculaires. En écotoxicologie, notre choix s’est ainsi porté
sur un poisson de fin de chaine alimentaire, particulierement intéressant car en plus d’une
contamination directe, ces espéces peuvent également étre contaminées via la voie trophique.
Parmi ces poissons nous avons ainsi étudié I'anguille marbrée qui est particulierement sensible a
la contamination des eaux par les métaux, et nous nous sommes ensuite focalisés sur la fonction

hépatique de ce poisson, essentielle pour son cycle de vie.
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Partie 3 : Les modeles biologiques étudiés

1. Toxicologie humaine : cellules endothéliales d’artéres pulmonaires

Les cellules endothéliales (CE) qui tapissent la lumiére interne des vaisseaux sanguins jouent un
role primordial dans la physiologie vasculaire pulmonaire en contrélant le tonus vasculaire, le
débit sanguin, ’"homéostasie vasculaire ou encore la coagulation (Sandow et al., 2012). Ces
fonctions sont assurées via la régulation de I'homéostasie calcique, la production de facteurs
vasculoprotecteurs comme le monoxyde d’azote (NO), ou encore la sécrétion de facteurs
vasodilatateurs (la prostacycline, PGI2, et 'endothelium-derived hyperpolarizing factor, EDHF) et
vasoconstricteurs (I'endothéline-1, ET-1; la sérotonine, 5-HT; le thromboxane A2 ou encore
I’angiotensine II). Les CE sont des cellules soumises en permanence a des forces mécaniques, ce
qui va entrainer une modification de leur cytosquelette. Parmi ces forces nous retrouvons les
forces de cisaillement, tel que le flux sanguin, et les forces de compression et de tension dans la
paroi artérielle qui différent en terme d’amplitude, de direction, d’oscillation, d’intensité et de
fréquence au cours du cycle cardiaque. Les CE modifient ainsi leur structure en s’allongeant dans
le sens du flux sanguin et en adaptant leur forme en fonction du débit du flux. Plus le flux est
important plus les CE s’allongent, avec un remaniement de leur cytosquelette en quelques heures
grace a tous les récepteurs mécanos sensibles qui les composent (Davies, 1995, Malek and Izumo,
1995). Parmi ces récepteurs, il existe des récepteurs a activité tyrosine-kinase, des intégrines, des
canaux potassiques ou encore des récepteurs couplés aux protéines G hétérotrimériques. Les CE
sont donc en capacité de remanier leurs programmes génétiques pour s’adapter aux contraintes
mécaniques physiologiques. Les principales forces, fonctions et interactions des CE sont résumées
dans la figure 16. Toute contrainte trop importante, non physiologique, comme une exposition a
des PUF ou NPs, peut, a long terme, entrainer une dérégulation de la physiologie des CE, une

dysfonction endothéliale et ainsi le déclenchement d’une pathologie cardiovasculaire.
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Figure 16 : Les CE a la face interne des artéres a I'interface entre le sang et le tissu : forces mécaniques, signaux regus et émis.
Le flux sanguin exerce des forces physiques sur I'endothélium avec des contraintes de cisaillement (shear-stress) dues aux

forces de frottements du flux sanguin. Adapté de Ait-Oufella et al., 2008, Parpaite, 2015

1.1. Les cellules endothéliales, cibles des nanoparticules
Comme énoncé précédemment (partie 2, chapitre 1.2.3.), les CE sont des cibles privilégiées des
PUF et des NPs suite a une exposition par inhalation, et tout dysfonctionnement de I'endothélium
pourrait étre a I'origine de pathologies cardiovasculaires. En effet, de nombreuses études in vivo,
ont démontré qu’aprés inhalation, les PUF inhalées, pouvaient transloquer vers la circulation
systémique. Chez des souris exposées a des NPs d’or par inhalation, il a été mis en évidence que
celles-ci s"accumulaient dans le sang et dans les sites inflammatoires vasculaires, ce qui pourrait
expliquer le mécanisme par lequel les NPs déclencheraient des pathologies cardiovasculaires
(Miller et al., 2017). Cela a, également, été mis en évidence chez I’'Homme grace a des NPs d’or
et de technétium (métal utilisé en imagerie médicale) radiomarquées qui ont été retrouvées aussi
bien dans la circulation systémique que pulmonaire (Nemmar et al., 2002, Nemmar et al., 2013).
Une autre étude, réalisée en 2000 chez I'Homme, a comparé des coupes de parenchymes
pulmonaires de personnes vivant a Mexico, ville trés polluée en particules atmosphériques, et
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des personnes vivant a Vancouver, ville peu polluée. Il a été trouvé une accumulation de PUF sous
I’épithélium bronchique des personnes a Mexico en comparaison avec le second groupe (Churg
and Brauer, 2000). Ces études laissent suggérer qu’une exposition a long terme a des
concentrations importantes en PUF ou NPs induit une accumulation de celles-ci dans les alvéoles
pulmonaires ainsi que dans la circulation pulmonaire, confirmant le fait que ces particules, au vue
de leur taille et de leur distribution dans I'organisme, peuvent étre a I'origine de pathologies
respiratoires et cardiovasculaires (Churg and Brauer, 2000). L’'ensemble de ces travaux démontre
donc que I'endothélium pulmonaire constitue bien une cible privilégiée des PUF et NPs lesquelles
entreraient en contact direct avec les CE via la circulation sanguine en traversant la barriere
alvéolo-capillaire. La barriére alvéolo-capillaire est définie par la paroi qui se trouve entre les
alvéoles et les capillaires (figure 17). Les capillaires étant des vaisseaux trés fins qui tapissent
I'ensemble des alvéoles (surface d’échange importante), cela facilite les échanges gazeux
(passage d’O; vers la circulation sanguine et du CO; vers les alvéoles pour son élimination). Les
NPs et PUF, qui présentent par ailleurs une trés grande réactivité de surface, ont ainsi une grande
surface d’échange pour pouvoir traverser cette paroi et rejoindre la circulation sanguine
systémique puis pulmonaire pour se retrouver en contact direct avec les CE d’artéres
pulmonaires. Les particules les plus fines de Ni et de de NiO pourraient ainsi étre a I'origine
d’altérations cellulaires et moléculaires dans les CE aprés inhalation. Cependant, aujourd’hui, peu

d’études mécanistiques visent a expliquer les effets cellulaires induits par ce type de particules.
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Figure 17 : Schéma de la barriere alvéolo-capillaire et échanges gazeux au niveau des alvéoles. les sacs alvéolaires sont

entourés de capillaires sanguins, le sang est ré oxygéné et le CO, éliminé. D’aprés Virtual Medical center© et Alloprof, 2019.

1.2. L’homéostasie calcique dans les cellules endothéliales

La signalisation calcique joue un role important dans les fonctions endothéliales en régulant le
tonus vasculaire, le débit sanguin, la prolifération cellulaire, I'apoptose ou encore la production
de facteurs vasoactifs comme le NO. Les variations de calcium intracellulaire, [Ca?*];, dans les CE,
permettent ainsi le maintien de ’"homéostasie calcique cardiovasculaire a une concentration
d’environ 100 nM (Tran and Watanabe, 2006, Usachev et al., 1995). Le calcium peut provenir de
sources extracellulaires (via la membrane plasmique) ou intracellulaires notamment de trois
compartiments différents : le réticulum endoplasmique (RE), la mitochondrie ou les lysosomes.
Toute augmentation du [Ca?*];doit pouvoir étre régulée par ces différents compartiments afin de

maintenir cette homéostasie calcique. En effet, toute augmentation ou diminution de [CaZ*]inon
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régulée dans les CE provoque des dommages cellulaires en activant, notamment, les voies de

I’'apoptose (Trump and Berezesky, 1995, Orrenius et al., 2003).

1.2.1. Le calcium dans le réticulum endoplasmique
Le RE est le principal organite de stockage du Ca?* en concentrant prés de 75 % des réserves
calciques avec une concentration calcique du RE ([Ca?*]re) en calcium libre d’environ 500 pM (Yu
and Hinkle, 2000, Lam and Galione, 2013). Le RE a un role essentiel dans la synthése et les
modifications post-transcriptionnelles des protéines nécessitant le Ca?* comme second messager
(Schwarz and Blower, 2016). L’'homéostasie calcique réticulaire est régulée par les entrées et les

sorties du Ca?*dans le RE.

Les voies de sortie

La libération du Ca®* vers le cytoplasme ou la mitochondrie se fait principalement par deux types
de canaux calcique : les récepteurs a l'inositol 1,4,5-triphosphate (IPsR) ou les récepteurs a la
ryanodine (RyR, présents a la membrane du RE).

Les RyR existent sous trois isoformes (1, 2 et 3) dont I'expression dépend du type de tissu (coeur,
cerveau...). Les RyR sont stimulés par divers mécanismes dont le principal modulateur est le Ca?*.
L’ADP ribose cyclique et la caféine sont également rapportés comme étant des activateurs des
canaux RyR. La ryanodine aurait peu d’effet sur des CE en culture ce qui interroge sur la présence
de ce récepteur dans I'’endothélium. Cependant, il a été suggéré que les RyR participaient aux
oscillations du Ca?* dans les CE (Laskey et al., 1992, Ziegelstein et al., 1994) méme si les
caractéristiques moléculaires de ces récepteurs ne sont pas déterminées au niveau endothélial.
Les IPsR peuvent également relarguer du Ca?* du RE vers le cytosol et existent aussi sous trois
isoformes différents (Bosanac et al., 2004). lls sont activés principalement par I'lP3 (I'inositol 1,4,5-
triphosphate) produit aprés I'activation de récepteurs membranaires couplés aux protéines G.
Les IP3R fonctionnent alors comme des pompes a Ca%* pour le libérer (Tran et al., 2000). Le Ca®*
en concentration trop faible dans le cytoplasme active ces récepteurs afin que la [Ca®*]; soit
restaurée. Il a été démontré que d’autres facteurs intervenaient dans I'activation de ces canaux
dans les CE d’artéres tels que la bradykinine (agoniste qui stimule la production d'IPs), le stress
oxydant, ’adénosine triphosphate (ATP), le [CaZ*]ilui-méme (afin de restaurer la [Ca®*]i) ou encore

des protéines kinases comme la calmoduline (Bansaghi et al., 2014, Watanabe et al., 1996).
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Les voies d’entrée

La seule voie d’entrée connue aujourd’hui du cytoplasme vers le RE est celle faisant intervenir les
pompes sarco/endoplasmique réticulum Ca?*-ATPase (SERCA), qui existent eux aussi sous trois
isoformes (1 a 3). Mais c’est essentiellement SERCA3 qui est exprimé dans les CE des arteres
pulmonaires (Balint et al., 2014). Cette voie est uniquement activée par I’ATP qui va permettre un
changement de conformation des canaux SERCA permettant une entrée de deux ions Ca?* dans
le RE a partir du cytoplasme. Cette voie de signalisation a pour objectif de diminuer la [Ca?*];. Les
pompes SERCA peuvent également étre inhibées par des protéines comme la thapsigargin, le
vanadate ou encore le 2,5-di(t-buthyl)hydroquinon), tBHQ (Lytton et al.,, 1991). L'entrée du
calcium du RE est donc un mécanisme actif (besoin d’ATP) qui va dépendre de I'état d’énergie de
la cellule.

Toutes ces voies sont résumées dans le schéma de la figure 18.

= RyR

Caz* >

o

Ca? IP;R «~—— IP;
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AlP
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Figure 18 : Schéma des différents canaux calciques présents a la membrane du RE dans les CE. RyR : récepteurs a la ryanodine ; IP3R :
récepteurs a l'inositol 1,4,5-triphosphate ; SERCA : Sarcoplasmique Réticulum Calcium ATPase ; ATP : Adénosine triphosphate ; CaZ*:

calcium ; RE : Réticulum endoplasmique
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1.2.2. Le calcium mitochondrial

Au niveau physiologique, la mitochondrie est la principale source de production d’espeéces
réactives de I’oxygene (ERO) et d’ATP via la chaine respiratoire mitochondriale (CRM). Cependant,
elle contient également 25 % des réserves calciques intracellulaires (Wood and Gillespie, 1998),
lui permettant d’adapter ses différentes fonctions pour répondre au mieux aux besoins
cellulaires. En effet, la mitochondrie est le lieu de multiples processus biologiques et cellulaires
(phosphorylation oxydative, cycle de Krebs, B-oxydation..). Dans cette partie nous nous
limiterons uniquement a son role dans la régulation calcique dans la mesure ol c’est un organite
qui est un acteur de la régulation de ’lhoméostasie calcique.

La mitochondrie est composée de deux membranes, la membrane interne mitochondriale et la
membrane externe mitochondriale, qui est a 'origine de la présence de deux compartiments
distincts : I'un entre les deux membranes nommé l'espace intermembranaire, et l'autre a

intérieur de la mitochondrie appelé la matrice mitochondriale (figure 19).

MATRICE MITOCHONDRIALE
MEMBRANE EXTERNE

MEMBRANE INTERNE-

ESPACE
‘ INTERMEMBRANAIRE

mitochondriale

Figure 19 : Structure d’'une mitochondrie. D’apres Laboratoire Nutrixeal.

Cette structure complexe est ainsi a |'origine de la présence d’un potentiel de membrane
mitochondrial négatif, WMP, dont le maintien est essentiel a la survie cellulaire et va conditionner
I’état physiologique des CE. La concentration en Ca?* mitochondriale ([Ca%']m) conditionne le

WMP, donc la survie des cellules.
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Les voies d’entrée

Il a, dans un premier temps, été décrit les voies d’entrée du Ca?* dans la mitochondrie, en tant
que voies de « sauvetage » par sa proximité avec le RE en absorbant I'exces de calcium du RE
(Patergnani et al., 2011). Les mitochondries apparaissent en étroite relation avec cet organite
surtout dans les régions riches en IPsR (Tran et al., 2000), sachant que I'entrée du Ca?* dans
I’espace intermembranaire dépend aussi du WMP.

La seule voie d’entrée décrite aujourd’hui est celle faisant intervenir les canaux VDAC (Voltage
Dependant Anion Channel) existant sous 3 isoformes (1 a 3) ancrés a la membrane mitochondriale
externe (Messina et al., 2012). L’activité de VDAC est régulée par plusieurs protéines dont les
protéines de la famille Blc-2 impliquées dans le déclenchement des voies de I'apoptose (Shimizu
et al., 1999). Ainsi, un excés de Ca®* dans le cytoplasme entrainera une augmentation de la [Ca?*]re
puis de la [Ca?*]m qui entrainera une activation des voies de I"apoptose par activation de bax,
facteur pro-apoptotique, et des caspases conduisant a la mort cellulaire en réponse a un excés de
calcium dans les CE. La voie de I'apoptose sera par ailleurs détaillée dans la partie 4, paragraphe
1.5.

La membrane mitochondriale interne, imperméable au calcium, est également dotée d’un canal
calcique. Il s’agit d’'un macro complexe protéique, le mCU (mitochondria Calcium Uniporter), son

role et fonctionnement n’est pas détaillé dans cette These.

Les voies de sortie

Trois canaux permettent la sortie du calcium mitochondrial vers le cytoplasme : I'échangeur
Na*/Ca?*; 'échangeur H*/Ca?* et le mPTP (mitochondrial Permeability Transition Pore). Tous les
trois sont situés sur la membrane interne mitochondriale. L’efflux de calcium mitochondrial peut
avoir lieu en condition pathologique dans les CE mais également physiologique avec une

ouverture transitoire du mPTP afin de maintenir le WMP.

Toutes les voies d’entrée et de sorties, ainsi que I'activation de I'apoptose di a un excés de

calcium sont résumées dans la figure 20.
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Figure 20 : Apoptose induite par le stress du RE avec un exces de calcium et canaux calciques mitochondriaux. L'absorption de calcium par
les mitochondries entraine la perméabilisation mitochondriale et la libération de cytochrome c, activant les voies de I'lapoptose . Malhi

and Kaufman, 2011 et Bonneau et al., 2013.

1.2.3. Le calcium extracellulaire
Dans le milieu extracellulaire, la concentration calcique ([Ca®*]ec) est d’environ 1.8 mM, ce qui
permet de générer un gradient électrochimique avec le milieu intracellulaire et ainsi de contréler
la [Ca?*]i pour maintenir I'homéostasie calcique. Ce contréle s’effectue via de multiples

mécanismes de régulation et différents canaux calciques membranaires.

Les voies d’entrée

Plusieurs canaux permettent l'influx calcique dans les CE: les canaux calciques voltages
dépendants, les canaux mécanotransducteurs comme les canaux stretch activated channels (SAC)
dont les principaux récepteurs sont les Transition Receptor Potential (TRPs). Dans cette Théese,
nous allons nous concentrer sur une seule famille protéique, celle des TRPs reconnus pour avoir
un role dans la régulation du tonus vasculaire dans les CE (Zhang and Gutterman, 2011). Ces

canaux sont caractérisés par leur sensibilité a différents stimuli tels que la température,
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I’étirement membranaire ou encore les forces de cisaillement (Ambudkar et al., 2017). Les TRPs
forment une superfamille divisée en 7 sous familles dont les TRPV (Vanilloid) parmi lesquels les
TRPV1/4. Les canaux impliqués dans les variations calciques endothéliales sont surtout les TRPV1
et TRPV4. L'activité de ces derniers est régulée par différents facteurs comme I'étirement de la
membrane et la température mais aussi par le calcium mitochondrial et réticulaire (Pedersen and
Nilius, 2007). En ce qui concerne le calcium réticulaire, il existerait une voie de signalisation
appelée SOCE (Store Operated Calcium Entry) permettant de compenser la diminution de la
[Ca?*]re ne pouvant plus compenser la diminution de la [Ca%*]i en permettant I'entrée de calcium

extracellulaire vers I’espace intracellulaire.

Les voies de sortie

L’efflux du calcium dans les CE se fait principalement par les canaux PMCA (Plasma Member
Calcium ATPase) qui utilise un mécanisme d’efflux actif nécessitant de I'énergie sous forme d’ATP.
Il existe également des échangeurs comme I’échangeur Na*/Ca?* permettant la sortie d’un ion
calcium vers le milieu extracellulaire en échange de I'entrée de trois ions sodium dans la cellule,
selon le gradient de sodium (Patrick Lacolley, 2007).

Les différents canaux sont présentés sur la figure 21.
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Figure 21 : Protéines impliquées dans les dynamiques calciques reliées au milieu extracellulaire et a la membrane plasmique.
L’efflux de calcium (CaZ*) du milieu intracellulaire de la CE est possible grace a la pompe PMCA de la membrane plasmique et
a I’échangeur sodium (Na* )/Ca%* (NCX). Le Ca?* entre dans la cellule par des canaux non sélectifs au Ca?* de la famille des
TRPs. La concentration de Ca2* extracellulaire est estimée a 1.8 mm. LEI : lamina élastique interne, CML : cellule musculaire
lisse, RE : réticulum endoplasmique, PMCA : plasma membrane Ca2* ATPase, ATP : adénosine triphosphate. D’aprés la thése

de Fanny Toussaint, 2017.

1.2.4. Régulation du tonus vasculaire via le monoxyde d’azote

Le NO est un puissant vasodilatateur produit par les CE qui permet une relaxation des cellules
musculaires lisses (CML) avec lesquelles les CE sont en échange permanent. Il joue un réle majeur
dans le maintien du tonus vasculaire. La production de NO dépend entre autre de la [Ca2*];, c’est
la raison pour laquelle nous le décrivons dans cette partie.

L’augmentation de la [Ca®*]iva activer la voie de production du NO dans les CE a partir de la L-
arginine grace a une enzyme appartenant a la famille des NO synthases (NOS). Plusieurs iso-
enzymes constituent cette famille, mais, dans les CE est présente I'endothéliale NOS (eNOS) qui
est ainsi activée par le calcium qui se couple a la calmoduline. Cette réaction nécessite de

I'oxygene et produit en plus du NO de la L-citruline. La eNOS peut, également, étre activée par
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des phosphorylations (Maniatis et al., 2006). Une fois produit, le NO va diffuser a travers la
membrane plasmique des CE vers les CML ou il va induire la production de guanosine
monophosphate cyclique (GMPc) a partir du guanosine triphosphate (GTP), ce qui va permettre
de diminuer la concentration calcique dans les CML et ainsi moduler le tonus vasculaire via la

relaxation des CML (Dias et al., 2011).

1.2.5. Les autres facteurs vasodilatateurs
Il existe d’autres molécules vasodilatatrices qui nécessitent également du calcium comme second
messager. Les deux principales molécules sont la PGI2 et 'EDHF. Ces molécules sont sensibles a
des stimuli tels que I'inflammation ou les forces de cisaillement (Wong and Vanhoutte, 2010).
L’'EDHF va quant a lui faire sortir le potassium (K*) des CML via des canaux potassiques calcium
dépendants ce qui va entrainer une hyperpolarisation de la membrane des CML (Ma et al.,
2013b). Ces voies activent également la relaxation des CML via une diminution de la

concentration calcique dans les CML (Saliez et al., 2008, Naik and Walker, 2018).

Les différentes voies des facteurs vasodilatateurs sont résumées dans la figure 22.
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EDHF : Endothelium-derived hyperpolarizing factor

eNOS : Oxyde nitrique synthase endothéliale Ca2*
GMPc : Guanosine monophosphate cyclique

GTP : Guanosine triphosphate
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Figure 22 : Voies des molécules vasodilatatrices des CE vers les CML.

1.3. Les autres facteurs vasoconstricteurs non dépendants du calcium
Dans les CE, afin d’assurer un équilibre entre relaxation et contraction des CML, il existe
également différents facteurs vasoconstricteurs tels que I'ET-1, la 5-HT, le thromboxane A2 ou
encore I'angiotensine Il. L'ET-1 nous intéresse particulierement car elle est connue pour avoir un
role essentiel dans les pathologies cardiovasculaires (Levin, 1995). L'ET-1 est synthétisée par
I'endothélium. Sa synthése peut étre modulée par la thrombine, les catécholamines,
I'angiotensine Il, les cytokines ou encore les ERO. Le NO peut inhiber sa synthése, entrainant ainsi
une relaxation des CML. Il est par ailleurs rapporté qu’une dysfonction endothéliale est souvent

associée a une diminution de la biodisponibilité du NO corrélée a une augmentation de la
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synthése d’ET-1 (Bohm and Pernow, 2007), comme notamment dans des pathologies

cardiovasculaires telles que I’hypertension pulmonaire (HTP).

1.4. L'hypertension pulmonaire

1.4.1. Définition et classification
L'HTP est une pathologie de la circulation pulmonaire qui toucherait un peu moins de 1 % de la
population mondiale, mais jusqu’a 10 % des plus de 65 ans (Hoeper et al., 2017). La prévalence
de I'HTP en France est de 1 a 9 pour 100 000 habitants, ce qui en fait une maladie rare mais grave
et de mauvais pronostic.
L'HTP se manifeste par une tension élevée dans les artéres pulmonaires, soit, une pression
artérielle pulmonaire moyenne (PAPm) au repos > 20 mm Hg alors que chez un sujet sain la PAPm
est comprise entre 10 et 15 mm Hg (Ma et al., 2013a, Simonneau et al., 2013). Il existe de
nombreux facteurs favorisant le développement de I’'HTP, comme une mutation génique
(BMPR2), une pathologie préexistante (maladie de la thyroide, de I’'hémoglobine, cardiopathie
congénitale ou infection au VIH), une mauvaise dilatation des artérioles chez le nouveau-né, a la
suite d’une prise de médicaments anorexigénes (fenfluramine et dérivés, benfluorex) ou encore
suite a une exposition chronique a la pollution atmosphérique (Hoeper et al., 2016).
Le diagnostic de I'HTP est souvent tardif d( a la non spécificité des symptomes (essoufflements,
dyspnée, signes d’insuffisance cardiaque droite...). Le diagnostic est posé aprées réalisation d’un
examen de référence qui est un cathétérisme cardiaque droit, ce qui donne les valeurs de
pressions de 'oreillette, puis du ventricule et enfin de I'artére pulmonaire (Galie et al., 2013). Cet
examen peut étre complété par un électrocardiogramme qui permettra de voir s’il y a des
anomalies cardiaques (Montani et al., 2013). Des analyses biologiques seront également réalisées
pour doser certains facteurs comme le taux de protéine C réactive (CRP), marqueur d’un
phénoméne inflammatoire.
Il existe une classification internationale regroupant les différentes formes d’HTP selon I'OMS.
Cette classification permet de regrouper les différentes manifestations pathologiques présentant
des similitudes au niveau des signes cliniques, de la symptomatologie ainsi que de la prise en
charge thérapeutique (figure 23) (Lador et al., 2009, Bongard et al.,, 2012). L'HTP regroupe
I’ensemble des hypertensions pulmonaires alors que I’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP)

regroupe uniquement les HTP du groupe 1 (Galie et al., 2015). Nous nous intéressons ainsi a I’'HTP
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d’origine hypoxique appartenant au groupe 3 qui touche les arteres pulmonaires distales, et se

caractérise par un remodelage, une vasoconstriction et une inflammation détaillés dans le

paragraphe suivant (Montani et al., 2013).

Hypertension artérielle pulmonaire (HTAP)
I.1 Idiopathique (HTAP)
1.2 Héréditaire
1.2.1 Associée a une mutation BMPR2
1.2.2 Associée a une mutation ALK, endogline (avec ou sans
maladie de Rendu-Osler)
1.2.3 Inconnue
1.3 Induite par des drogues ou des médicaments
1.4 Associée a;

Hypertension pulmonaire due a une pathologie pulmonaire
ou une hypoxémie

3.1 Bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO)

3.2 Pneumopathie interstitielle

3.3 Autres pathologies pulmonaires restrictives ou obstructives

34 Pathologie du sommeil

3.5 Hypoventilation alvéolaire

3.6 Exposition chronique a l'altitude

3.7 Anomalies du développement

1. 4.1 Connectivite (sclérodermie, CREST, etc.)
1.4.2 Infection par le VIH
1.4.3 Hypertension portale

144 Cardiopathie congénitale 5 Hypertension pulmonaire d'origine non déterminée et/ou
1.4.5 Schistosomiase multifactorielle

1.4.6 Anémie hémolytique chronique (thalassémie, drépanocytose) 5.1 Pathologie hématologique (maladie myéloproliférative,
1.5 Hypertension pulmonaire persistante du nouveau-né splénectomie, etc.)
5.2 Pathologies systémiques (sarcoidose, histiocytose langerhansienne,
lymphangioléiomyomatose, neurofibromatose, vasculite, etc.)
5.3 Pathologie du métabolisme: maladie de stockage du glycogéne,
2 Hypertension pulmonaire due a une cardiopathie gauche maladie de Gaucher, troubles thyroidiens
2.1 Dysfonction systolique 5.4 Autres: obstruction tumorale, médiastinite fibrosante, insuffisance
2.2 Dysfonction diastolique rénale chronique dialysée
2.3 Valvulopathie

4 Hypertension pulmonaire thromboembolique chronique
(CTEPH)

Ib Maladie veino-occlusive et/ou hémangiomatose capillaire
pulmonaire

Figure 23 : Nouvelle classification diagnostique de I’'hypertension pulmonaire. Il existe 5 groupes d’HTP différentes. Hoeper

etal., 2017

1.4.2. Physiopathologie de 'HTP
L'HTP se caractérise par une obstruction vasculaire au niveau des petites arteres pulmonaires
entrainant une augmentation progressive de la résistance vasculaire, d(i au remodelage obstructif
de la paroi des vaisseaux. Il est retrouvé trois grandes caractéristiques physiopathologiques a
I'HTP. Les trois couches cellulaires (CML, CE et fibroblastes) interviennent dans la
physiopathologie de I'HTP mais la dysfonction endothéliale est un marqueur précoce de la

maladie.

Hyperréactivité

Au cours de I’'HTP, une hyperactivité est observée. Elle se traduit par un déséquilibre de la balance
entre la production de facteurs vasoconstricteurs et vasodilatateurs, en faveur d’une
vasoconstriction. Cette vasoconstriction a long terme conduit ainsi a une réduction du diametre
des vaisseaux et peut conduire a une défaillance du ventricule droit qui doit plus travailler pour

compenser cette augmentation de la PAPm, ce qui peut conduire au déclenchement d’une
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insuffisance cardiaque droite puis au décés (Seferian and Simonneau, 2014). Différents
mécanismes sont impliqués dans I"hyperréactivité. Tout d’abord nous observons une altération
de I'endothélium qui n’arrive plus a produire suffisamment de facteurs vasodilatateurs au profit
d’'une sécrétion accrue de facteurs vasoconstricteurs, avec notamment une diminution
significative de NO ainsi qu’une augmentation de la production d’ET-1 et de 5-HT (Konik et al.,
2013, Giaid et al.,, 1993, Kaneko et al., 1998, Herve et al., 1995, Guibert et al., 2004). Cette
dysfonction endothéliale est a I'origine d’'un défaut de communication entre les CE et les CML
responsable d’une prolifération excessive des CML observées dans I'"HTP (lzikki et al., 2009).
D’autre part, ’hyperréactivité est, également, provoquée par une perturbation de I'activité des
canaux ioniques entrainant une augmentation de la concentration calcique dans les CML ce qui
participe a la vasoconstriction des artéres. Le role des CE reste peu clair mais il semblerait qu’une
altération des canaux TRPs dont les TRPV pourrait entrainer une augmentation du calcium basal

des CML (Suresh and Shimoda, 2017, Cussac et al., 2020, Parpaite et al., 2016).

Remodelage

La prolifération des CML dans les petites artéeres pulmonaires périphériques est une
caractéristiqgue commune a toutes les formes d'HTP (Montani et al., 2013), le diametre interne
des vaisseaux est alors réduit (figure 24), ce qui conduit a une augmentation de la pression du
flux sanguin sur les CE. Différents mécanismes peuvent étre a |'origine de ce phénoméne comme
une dysfonction endothéliale, une prolifération incontrélée des cellules ou encore une résistance
a I'apoptose. Cette prolifération accrue des cellules se produit dans les deux types cellules, CML
et CE (Shimoda et al., 2000). Les mécanismes de prolifération des CE sont cependant moins bien
connus. Le remodelage est un phénomene tardif et irréversible amplifiant ainsi I'augmentation

des résistances vasculaires.
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Artéere pulmonaire saine Artére pulmonaire en cas d’HTAP

-

N\

Endothélium

Fibrosis de l'intima
Proliféracion des cellules endothéliales

Intima

Média et cellules

musculaires lisses Hypertrophie et hyperplasie des cellules

Adventice musculaires lisses

Figure 24 : Remodelage artériel dans une artere pulmonaire saine et dans le cas d’'une HTP, modifié. Remodelage des trois

couches cellulaires. Galié et al., 2010

Inflammation

L’activation des voies de I'inflammation est la troisieme caractéristique de I'HTP. Il s’agit d’un
mécanisme majeur dans le déclenchement de la pathologie. Les patients atteints d’'HTP ont une
infiltration importante de cellules inflammatoires (macrophages, lymphocytes) dans la région
péri-vasculaire. L'augmentation d’interleukines pro-inflammatoires tels que les IL-1B, IL-2, IL-4,
IL-8, IL10, IL12-p70 le TNF-a et notamment les IL-6, est un marqueur de gravité et d’avancement
de la pathologie, ce sont des facteurs solubles retrouvés dans le sang (Rafikova et al., 2019,
Chaouat et al., 2009). L'inflammation et les mécanismes associés pourraient contribuer au

remodelage vasculaire.

1.4.3. Signes cliniques et traitements
De nombreux symptomes peuvent étre confondus avec ceux de l'asthme. D’apparition
progressive la dyspnée d'effort est retrouvée chez plus de 95 % des patients (Runo and Loyd,
2003). Une fatigue importante, des étourdissements ou évanouissements peuvent étre
mentionnés tout comme des douleurs thoraciques, ou des syncopes a l'effort, considérées
comme criteres majeurs de gravité associés avec un rythme cardiaque accéléré. Des gonflements

au niveau des chevilles et des jambes peuvent aussi apparaitre.
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Il nexiste actuellement aucun traitement médicamenteux curatif pour I'HTP. Cependant,
plusieurs classes thérapeutiques peuvent étre proposées comme traitement symptomatique :
e Les antagonistes des récepteurs a I'endothéline (bosentan); les inhibiteurs de
phosphodiestérase cGMP-spécifique de type 5, PDE5 (sildénafil) et les analogues de la
PGI; (iloprost) qui permettent de vasodilater les vaisseaux.
e Les anticoagulants (anti-vitamine K, AVK), permettant de réduire les risques de
thromboses.
e Les diurétiques, permettant de diminuer la surcharge ventriculaire droite.

Le seul traitement curatif est la transplantation pulmonaire ou cardio-pulmonaire.

1.4.4. Pollution atmosphérique et hypertension pulmonaire

De nombreuses études épidémiologiques chez 'Homme ont montré que les PUF et les NPs
pouvaient étre a l'origine de pathologies respiratoires (asthme, BPCO) et cardiovasculaires
(hypertension, athérosclérose, HTP ou encore infarctus du myocarde) (Brown and Griendling,
2015, Cao, 2018, Nemmar et al., 2017, Mills et al., 2009, Chalupa et al., 2004). L’endothélium a
un role clef dans le contréle de la physiologie vasculaire pulmonaire et des études ont montré
gu’une exposition chronique a des PM,s, des de faibles concentrations, était associée a un
dysfonctionnement endothélial (Krishnan et al., 2012). De plus, il a été mis en évidence un lien
entre une exposition a la pollution de l'air intérieur et le déclenchement de I'HTP et de
I'insuffisance cardiaque droite (Bloomfield et al., 2014). D’autres études en Europe, ont mis en
évidence que la pollution atmosphérique entrainait une augmentation de la pression artérielle
pulmonaire majorant ainsi les risques de développer une HTP (Cai et al., 2016).

Ces études laissent donc penser qu’une exposition chronique a des NPs ou a des PUF pourrait
déclencher ou exacerber les mécanismes responsables de I'HTP en particulier car les altérations
moléculaires et cellulaires provoquées par une exposition aux particules sont retrouvées,

également, dans I’HTP. Ces altérations sont détaillées dans la partie 4.
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2. Ecotoxicologie : les anguilles, poissons de fin de chaine trophique

En écotoxicologie, I'étude des poissons de fin de chaine trophique est particulierement
intéressante afin d’apprécier leur état physiologique suite a une alimentation potentiellement
trés contaminée, en plus de leur environnement aquatique pollué. Parmi les poissons de fin de

chaine trophique, nous nous sommes intéressés aux anguilles.

2.1. Les anguilles, poissons migrateurs

2.1.1. Présentation des anguilles
Les anguilles sont des poissons carnivores de fin de chaine trophique vivant une grande partie de
leur vie dans les cours d’eau douce. Dans les riviéres, elles ont peu de prédateurs, si ce n’est
I'Homme pour les consommer. Poissons mystérieux qui ont fait et font encore I'objet de
nombreuses études, les anguilles se caractérisent par un cycle de vie tres atypique qui aujourd’hui
encore reste énigmatique sur plusieurs aspects, voire pas connu pour certaines espéeces. Il existe
en effet 19 especes d’anguilles différentes réparties dans le monde entier. La plus connue étant
I’anguille européenne, Anguilla anguilla. En Nouvelle-Calédonie, I'espéece retrouvée appartient a
la famille des anguilles du Pacifique parmi lesquelles nous retrouvons les anguilles marbrées,
Anguilla marmorata, encore trés mal connue de nos jours. L'anguille marbrée est pourtant une
des especes les plus répandues au monde et est retrouvée dans toute la zone Indo-Pacifique
comprenant I'Afrique, I'Inde, le Japon et les iles du Pacifique Sud (Nouvelle-Calédonie, Polynésie
francaise, Australie, Nouvelle-Zélande, figure 25) ou ce sont donc des poissons autochtones (Ege

and Clark, 1985, Kuroki et al., 2009).
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Figure 25 : Répartition géographique des Anguilla marmorata, carte adaptée de Daniel Dalet —images.com

L’A. marmorata tient son nom de sa partie dorsale qui est marbrée de brun-noir sur un fond gris-
jaune. Cependant, cette pigmentation peut s’estomper au cours des années (figure 26). Les
femelles peuvent atteindre 1,5 m de long et peser entre 3,5 et 9 kg contrairement aux males qui
ne mesurent que 70 cm au maximum. En Nouvelle-Calédonie il ne s’agit pas d’'une espéece
protégée, mais classée « préoccupation mineure » par I'UICN (Union Internationale pour la
Conservation de la Nature). Il n’y a donc aucune limitation concernant la péche, ni en ce qui
concerne les tailles minimales des poissons, ni par rapport au nombre de prises autorisées par

jour par pécheur.

Figure 26 : Anguille marbrée, Anguilla marmorata. D’apres le document « anguille marbrée » de la DAVAR - 2014
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2.1.2. Cycle de vie des anguilles
Les anguilles se caractérisent par leur cycle de vie trés particulier et inhabituel. Il s’agit d’'une
espece catadrome, c’est-a-dire qu’elle vit en milieu dulcicole mais se reproduit en milieu marin.
Toutes les espéces d’anguille suivent les mémes étapes de maturation mais les lieux de pontes et

de migrations différent en fonction des espéces.

La larve leptocéphale

Chaque femelle pond en moyenne 1.4 millions d’ovocytes, la fécondation est externe comme
chez la majorité des poissons osseux. La zone de ponte des anguilles marbrées se situerait dans
la région du courant équatorial nord (NEC) de I'ouest du Pacifique entre les iles Fidji et Samoa, ou
bien, juste a I'Est de Tahiti mais il s’agit encore aujourd’hui d’hypotheses (Miller et al., 2002,
Kuroki et al., 2006). Depuis cette zone, les larves seraient transportées vers I'ouest par le NEC qui
se divise ensuite en deux autres courants, I'un vers le Nord (courant de Kuroshi) et I'un vers le
Sud (courant de Mindano) qui permettront ainsi aux larves de rejoindre toutes les zones de I'Indo-
Pacifique ou sont retrouvées les anguilles marbrées (Kuroki et al., 2009). En Nouvelle-Calédonie,
elles seraient amenées par le courant sud équatorial de Mindano. Les zones de pontes et le
schéma des premieres migrations de I'anguille marbrée semblent étre relativement similaires
avec I'anguille japonaise, Anguilla japonica, qui est quant a elle bien connue (Tsukamoto, 1992).
Cependant, comme seules les anguilles marbrées sont retrouvées dans la zone Pacifique Sud, il
existerait probablement un autre courant ou bien une autre zone de ponte plus spécifique a
I'anguille marbrée (Kuroki et al., 2009). Les larves leptocéphales mettraient entre 7 a 12 mois a
atteindre les zones cotieres pour A. anguilla, en revanche pour A. marmorata cela reste une
guestion en suspens mais le temps serait estimé entre 5 a 7 mois pendant lesquels elles
parcourraient 1 500 km en moyenne (Bonhommeau et al., 2009, EndemiaNC, 2001, Feng-Yu et
al., 2014). Durant cette premiere migration, les larves se nourrissent essentiellement de plancton
et c’est une fois arrivées a proximité des cotes que les larves leptocéphales se métamorphosent

en civelles transparentes (Tesch, 2003, Arai et al., 2002).
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Le stade civelles

Les anguilles s’allongent et prennent une forme proche de leur forme adulte en devenant des
civelles qui mesurent en moyenne 50 cm de long pour A. marmorata. A ce stade, les dents qu’elles
avaient au stade de larve disparaissent et les civelles ne se nourrissent plus et jelinent jusqu’au
prochain stade (Tesch, 2003). Ce jeline est rendu possible grace aux réserves énergétiques
accumulées durant la phase larvaire. Les civelles nagent alors le long des cotes afin d’atteindre
puis d’envahir les embouchures de rivieres entre octobre et avril en Nouvelle-Calédonie
(EndemiaNC, 2001). Cette phase migratoire est dépendante des courants et du climat rencontré,
en effet, les courants peuvent étre un frein pour que les civelles puissent atteindre les rivieres.
Dans ces cas-la elles rejoignent le fond des eaux pour ne pas se faire entrainer en aval. Certaines
civelles restent d’ailleurs au niveau des cotes ou elles deviendront des anguilles adultes. Mais la
majorité arrive a rejoindre les cours d’eau douce dans lesquels les civelles, n’étant plus soumises
aux courants des océans, adoptent une nage active pour remonter les fleuves a contre-courant.
Durant cette période, les civelles vont se pigmenter et reprendre une activité de nutrition. Elles
correspondent au stade anguillettes. Elles vont prendre ensuite une coloration jaune pour devenir

des anguilles jaunes, véritable stade de croissance de I'anguille (Durif, 2003).

L’anguille jaune

Le stade de I'anguille jaune constitue le plus long stade de la vie des anguilles et dure 8 a 20 ans.
Durant cette phase, les anguilles changent de mode de vie et deviennent des espéces nocturnes,
benthiques et solitaires. Cette phase est principalement axée autour de la recherche de
nourriture qui va permettre aux anguilles jaunes de continuer leur croissance et de faire des
réserves lipidiques importantes avant d’entamer une nouvelle migration pour se reproduire
(Boetius and Boetius, 1980). Le régime alimentaire de I'anguille est trés varié et elles se servent
principalement de leur odorat pour traquer leurs proies. Les anguilles vont se nourrir de crevettes,
de mollusques, d’insectes (libellules, moustiques) mais aussi d’autres poissons comme les gobies
(lochons). Pendant sa croissance, I'anguille peut avaler quotidiennement jusqu'a 25 % de son
poids afin de constituer des réserves de graisse car elle jeline dés que la température descend au-
dessous de 10°C ou dépasse 30°C (Van Ginneken and Maes, 2005). A savoir qu’en cas de fortes
pluies ou de gros épisodes de pollution des cours d’eau, I'anguille peut alors se cacher dans les

sédiments et je(iner en attendant que les conditions aquatiques soient plus favorables a la chasse.
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A la fin de cette phase, les anguilles se métamorphosent a nouveau, cette fois-ci, en anguille

argentée.

L’anguille argentée

L'anguille argentée A. marmorata se distingue de toutes les autres espéeces d'anguillidés par sa
couleur tachetée et la position de sa nageoire dorsale. Les adultes ont des marbrures brunes ou
noires sur le dos sur un fond gris-jaune et un ventre blanc. Les marbrures sont moins visibles chez
les jeunes spécimens (Froese and Pauly, 2004). Cette seconde métamorphose se caractérise
surtout par des modifications anatomo-physiologiques afin que les anguilles soient prétes a
entamer une seconde migration pour rejoindre leur zone de ponte. Tout d’abord leurs yeux
grossissent afin de se préparer a la vie marine dans les profondeurs et pour avoir une vision
abyssale. Sa couleur devient plus foncée, sa peau s’épaissit et ses nageoires pectorales s’allongent
(Tesch, 2003, Feng-Yu et al., 2014). Leur volume de muscle augmente également afin d’effectuer
une migration efficace (Pankhurst, 1982). En ce qui concerne leur appareil reproducteur, les
anguilles sont encore a ce moment-la a un stade pré-pubere méme si le poids des gonades
augmente légerement chez les femelles qui sont au tout début de la vitellogenése qui se
poursuivra pendant leur migration (E. Burzawa-Gerard, 2008). L'appareil digestif subit également
de grands changements, le tube digestif s’atrophie et I’'anus se bouche.

Apres cette métamorphose, les anguilles argentées quittent les cours d’eau vers I'aval afin de

rejoindre le lagon calédonien puis I'Océan Pacifique pour entamer leur seconde migration.

La seconde migration : vers la reproduction

L'’A. marmorata est ainsi préte a rejoindre la zone de ponte. Cette migration dure a nouveau entre
5 et 7 mois, période durant laquelle elle jeline grace aux réserves lipidiques accumulées dans les
cours d’eau douce et elle mature ses gonades. La qualité des réserves énergétiques accumulées
dans les eaux dulcicoles est donc déterminante pour que les anguilles puissent aller se reproduire
(Pierron et al., 2008). Aujourd’hui nous ne savons pas tout a fait quels facteurs déclenchent cette
seconde migration, cela pourrait étre d0 au climat, au cycle lunaire, aux conditions
météorologiques ou encore aux saisons (Tesch, 2003). En ce qui concerne le métabolisme
énergétiqgue permettant ce jelne, les réserves seraient catabolisées pour donner |'énergie

nécessaire aux anguilles de nager, et 80 % de leur énergie disponible est sous forme de lipides.
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Effectivement, I'eau et les protéines seraient progressivement transformées en lipides qui
correspondent a 20 % de la masse totale des poissons (van Ginneken and van den Thillart, 2000).
Ces réserves servent également a maturer les gonades et finir la vitellogenése chez les femelles,
et ainsi, une fois arrivées dans la zone de ponte, les femelles pourront s’accoupler avec les males.
Les anguilles meurent ensuite, suite a I'accouplement. Bien qu'elle n'ait jamais été observée, il
semblerait que la reproduction ait lieu a des profondeurs de 400 a 700 metres (Boetius and
Boetius, 1980).

Les différents stades de vie de I’A. marmorata sont résumés sur la figure 27.

1 500 km : Premiere migration
Période de jeline
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2°me métamorphose

& 4 Anguilles adultes

Anguille argentée
1 500 km : Deuxiéme migration
Période de jeline
Figure 27 : Cycle de vie de I'anguille marbrée, adapté de British Sea Fishing

2.2. U'importance de la fonction hépatique
Le foie remplit trois fonctions vitales pour les poissons : la détoxication, la synthése et le stockage.
Ces fonctions lui permettent d’avoir un réle clef pour éliminer les toxiques, métaboliser les
protéines les glucides et les lipides (dont des protéines nécessaires a la reproduction) et

constituer un réservoir de vitamines et de glycogéne pour stocker de I'énergie.

2.2.1. La détoxication
Le foie va récupérer puis éliminer de nombreux toxiques, naturellement présents (déchets de
I’organisme) ou apportés par I’environnement des poissons comme les métaux en exces. En effet,

le foie des poissons va pouvoir détoxiquer les métaux en les piégeant sur les métallothionéines
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(MT) (Gonzalez et al., 2006). C’est d’ailleurs une des raisons pour laquelle les foies d’anguilles
concentrent des niveaux particulierement élevés de différents métaux suite a une pollution des
eaux (Usero et al., 2004, Turan et al., 2020). Il a, par ailleurs, été montré que le taux de MT chez
les anguilles était un bon indicateur des taux de pollution des eaux. En effet les taux de MT sont
toujours bien supérieurs chez les anguilles vivant dans des eaux polluées aux métaux par rapport
a des anguilles vivant dans des cours d’eau non pollués (Linde et al., 2001). Par conséquent, la
détermination des taux de MT hépatiques chez les anguilles pourrait étre utile pour surveiller les
réponses a l'exposition aux métaux et a la qualité de I'environnement. Idéalement, ces
déterminations devraient étre effectuées en tandem avec d'autres mesures d’effets sublétaux
afin de maximiser les informations (Langston et al., 2002). Ainsi, I'accumulation de métaux, en
particulier non essentiels, peut conduire a un dysfonctionnement hépatique car la capacité des

MT a détoxifier va étre vite saturée.

2.2.2. La synthese et le stockage lipidique

Une des clefs de la réussite de la seconde migration des anguilles ayant pour but de se reproduire,
est d’avoir une fonction hépatique saine, non altérée qui permet de stocker des lipides pendant
la phase d’anguille jaune afin de les cataboliser en énergie durant la seconde migration. Les lipides
peuvent étre stockés dans différents tissus selon le type de poissons, mais chez les anguilles le
foie est le principal organe de stockage lipidique (Sheridan, 1988b), dans lequel a lieu la
lipogenese et la lipolyse.

La lipogenese regroupe I'ensemble des voies chimiques permettant la synthése de graisses sous
forme de triglycérides (trois acides gras, AG, et un glycérol - TG) a partir de nutriments (glucides
et AG). Ces TG constitueront alors un stockage d’énergie dans les adipocytes des anguilles. En
effet, aprés leur synthése dans le foie, les TG sont transportés par des transporteurs VLDL (very
low density lipoprotein) jusqu’au tissu adipeux (Lin et al., 1977, Henderson and Sargent, 1981). La
lipolyse, a I'inverse de la lipogenése, permet la dégradation des lipides pour fournir de I'énergie
sous forme d’ATP nécessaire aux poissons lors d’un jeQine prolongé ou d’un effort physique, telle
gu’une migration. Lors de ces étapes, un organite en particulier joue un réle majeur dans les
hépatocytes : la mitochondrie. Une fois catabolisés, les TG vont fournir des AG qui vont rejoindre
la matrice mitochondriale (structure mitochondriale commune aux poissons et mammiféres

décrite dans Partie 3, 1.1.2.) pour étre hydrolysés en acétyl-CoA lors de la B-oxydation. L'acétyl-
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CoA formé va pouvoir rentrer dans le cycle de Krebs pour fournir les cofacteurs essentiels a la
chaine respiratoire mitochondriale, du NADH et du FADH,, ce qui va permettre, in fine de fournir
de I'ATP par phosphorylation oxydative. Quant au glycérol libéré lors de I'hydrolyse des TG, il peut
soit étre réutilisé comme précurseur de la synthese des lipides ou du glucose (néoglucogeneése),
soit rejoindre la voie de la glycolyse (Sheridan, 1988a, Sheridan, 1988b). De nombreuses enzymes
interviennent alors dans la lipogenése et la lipolyse mais nous présenterons uniquement celles

étudiées dans notre travail a savoir I'acétyl-CoA carboxylase (ACC) et la triglycéride lipase (TGL).

L’acétyl-CoA carboxylase : I'’ACC catalyse une réaction considérée comme étape limitante de la
lipogenese. Tout d’abord, I’ACC provient de la digestion des AG et va permettre de produire du
malonyl-CoA, ce qui nécessite de I’ATP. Le malonyl-CoA produit intervient ensuite a la fois dans
la lipogenése mais également dans la lipolyse, c’est-a-dire dans la B-oxydation des AG qui permet
la production d’ATP. L'ACC est régulée par de nombreux facteurs :

e Régulation allostérique en fonction du régime alimentaire : un régime riche en glucides et
pauvre en graisses stimulera I’ACC au contraire d’un régime riche en graisse ou d’un je(ine
qui inhibera I’ACC (inhibition par I'acyl-CoA et stimulation par le citrate).

e Régulation covalente par le glucagon (phosphorylation, inactivation de I’ACC) et I'insuline
(phosphorylation, activation de I’ACC).

e Régulation transcriptionnelle qui permet une augmentation ou une diminution de la
guantité d’enzyme disponible qui peut étre di a des facteurs environnementaux comme

I’action de certains métaux.

La triglycéride lipase : contrairement a I’ACC, la TGL n’est régulée que par les hormones (insuline
et glucagon) ce qui lui permet, lorsqu’elle est active, de dégrader les TG en AG en utilisant une
molécule d’ATP (Harmon et al., 1993) . La TGL est ainsi activée par phosphorylation initiée par le
glucagon lors d’une période de jeline. Au contraire l'insuline va déphosphoryler la TGL et

I'inactiver.
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Les deux voies métaboliques et les activités des enzymes décrites sont résumées sur la figure 28.
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Figure 28 : Schéma représentant l'implication des cellules hépatocytaire dans le métabolisme des lipides (lipogenése et lipolyse)

D’aprés la thése de Fabien Pierron, 2007. Pierron, 2007

2.2.3. Synthese de la vitellogénine

Le foie est également le lieu de synthése d’une protéine capitale pour la reproduction des
anguilles : la vitellogénine. Il s’agit d’une lipoprotéine qui va subir plusieurs modifications post-
traductionnelles au niveau hépatique lui permettant ensuite d’initier la vitellogenése, étape
pendant laquelle I'ovocyte incorpore la vitellogénine pour former des réserves lipidiques (le
vitellus).

Tout cela se produit une fois que I'anguille argentée a entamé sa migration et commencé a je(iner.
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La synthése de la vitellogénine serait, en partie, déclenchée par I'cestradiol (E2) grace a la
présence d’un récepteur nucléaire spécifique de I'E2 sur les hépatocytes (Burzawa-Gerard et al.,
1994). La reproduction chez les anguilles n’a jamais été observée mais plusieurs études ont réussi
a montrer que juste avant de se métamorphoser, 'anguille jaune présente des taux plasmatiques
élevées en E2, ce qui initierait la production de vitellogénine, qui est retrouvée dans le sang des
anguilles argentées au tout début de leur migration. La vitellogénine est ensuite incorporée dans
les ovocytes par endocytose apres fixation a des récepteurs membranaires spécifiques
(Westerlund et al., 2001). La maturation finale de la gonade débute ensuite, ce qui permettra a
I’ovocyte d’étre mature. Enfin, I’'ovule m{r sera expulsé puis fécondé dans la zone des pontes des
anguilles.

D’autres hormones sont bien slr impliquées dans la vitellogenése et la maturation des ovocytes
dont la FSH et la LH, ainsi que I’hormone de croissance dont le réle a été mis en évidence lors

d’études in vitro sur des hépatocytes d’A. japonica (Kwon and Mugiya, 1994).

2.3. Les anguilles : certaines populations en déclin
En tant que poissons carnivores de fin de chaine trophique, les anguilles sont particulierement
sensibles a de multiple types de pollution des eaux conduisant au déclin de leur population. En
effet, pour lI'espece la plus connue, I'anguille européenne A. anguilla, nous constatons
aujourd’hui que le stock de civelles a chuté de 90 % au niveau mondial depuis les années 1980,
qui depuis est protégée par le Réglement Européen (Eur-Lex, 2007). Ce déclin est di a de multiples
facteurs, naturels ou anthropiques, communs pour toutes les espéces, tels que :

e Leschangements climatiques et océaniques qui entrainent des modifications des courants
cOtiers pouvant altérer la migration des civelles. Dans I’'Océan Pacifique il a d’ailleurs été
montré que les années ol El Nino (courant marin chaud de I'Océan Pacifique) sévissait, le
nombre de civelles d’anguilles japonaises A. japonica diminuait considérablement
(Westerberg, 1998).

e [’action de 'Homme par la péche intensive (surtout des civelles) ou la détérioration de
I'habitat (barrages, écluses, vannes...). Par exemple pour A. anguilla sur les 123 800 km?

d'habitats adaptés a cette espece, 33 % leurs sont inaccessibles (Moriarty and Dekker,

1997).
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e Des maladies parasitaires menacant les populations d’anguille comme le ver nématode
Anguillicola crassus dans les années 1980.
e La pollution des eaux a de multiples toxiques tels que les pesticides comme le PCB
(Polychlorobiphényle) ou les métaux.
Nous nous concentrerons uniquement sur les impacts de la pollution des eaux par les métaux

dans cette partie.

2.3.1. Comment les anguilles peuvent-elles étre exposées aux métaux ?
Pour rappel, les métaux, dont le Ni, peuvent étre assimilés par deux voies chez les poissons, soit
par la voie directe d’entrée, c’est-a-dire que la phase dissoute des métaux entre dans I'organisme
par les branchies, soit par voie indirecte, c’est-a-dire par la voie trophique via la consommation
d’espéces polluées, cela a été décrit en partie 1, paragraphe 2.3.2. Lorsqu’il s’agit d’un transfert
direct, les concentrations en métaux les plus importantes seront retrouvées aux niveaux des
branchies qui assimilent la phase dissoute des métaux alors qu’une contamination via la voie
trophique sera plutot responsable de concentrations en métaux importantes au niveau du foie et
des reins. Aujourd’hui, de nombreuses études ont clairement établi le transfert entre les
différents compartiments biologiques des polluants tels que les métaux, notamment a partir de

la forme dissoute, mais aussi nanoparticulaire (Figure 29).
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Figure 29 : Possibles voies de transfert des NPs dans I’écosysteme aquatique, schéma de Perrier, 2018 , adapté de Walters

et al., 2016
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2.3.2. L’impact d’une exposition des anguilles aux métaux
En raison de leurs caractéristiques physiologiques spécifiques, les anguilles sont particulierement
sujettes a la bioaccumulation de contaminants, en particulier des métaux. Les études suggérent
que de faibles niveaux de certains métaux ont le potentiel d'affecter le développement, la
reproduction et le comportement des poissons, notamment par sa place dans la chaine
alimentaire. Les anguilles sont aujourd’hui connues comme étant de bons bio-indicateurs de I’état
de pollution des rivieres aux métaux qu’elles accumulent en consommant des especes ayant déja
assimilé les différents métaux (van der Oost et al., 2002).
Le déclin des populations pourrait s'expliquer par des altérations morphométriques et des
dysfonctionnements des parametres métaboliques notamment dus au stress oxydant, a la
perturbation des mitochondries et a I'activation de facteurs cancérigénes. Dans la plupart des cas,
les métaux n'entrainent pas de mortalité directe, mais provoquent des effets sublétaux.
Par exemple, la contamination des anguilles au Cd est aujourd’hui bien documentée. Un
exposition chronique des anguilles jaunes au Cd entrainerait des altérations structurelles et
fonctionnelles des branchies (Gony, 1990) ; une altération de certains canaux transmembranaires
au niveau des intestins (Lionetto et al., 1998), une perturbation du métabolisme lipidique dans le
foie (Pierron et al, 2007) et une altération de la maturation des gonades qui in fine impacte la
reproduction des anguilles (Pierron et al., 2008). Toutes ces altérations sont dues au fait que le
Cd est retrouvé en concentrations importantes dans ces organes (branchies, foie, intestins) mais
également dans les reins (Pierron et al., 2008), I'organe de I'épuration des toxiques.
Le Cu quant a lui est documenté en tant que toxique sanguin chez les anguilles en interagissant
avec les protéines sanguines (augmentation des taux de cortisol et des lactates dans le sang)
(Teles et al., 2005, Oliveira et al., 2008). Cette toxicité sanguine est également retrouvée apres
une exposition des anguilles au mercure (Hg) avec une cytotoxicité au niveau des lymphocytes et
une phosphorylation des protéines sanguines (Carlson and Zelikoff, 2008).
L’exposition aux métaux, surtout aux métaux non essentiels, va donc entrainer une perturbation
du systéme immunitaire, de la reproduction, du systéme nerveux et du systéme endocrinien, ce
qui entraine des perturbations physiologiques, une diminution de la résistance aux infections, un
trouble de la reproduction et enfin, une diminution de la qualité de vie pouvant aller jusqu’a la
mort de I'anguille (Geeraerts and Belpaire, 2010, Gauthier et al., 2009, Buttermore et al., 2018).

Sur les 30 derniéres années, les études ont surtout montré une diminution plus ou moins

97



simultanée des especes d'anguille de I'Hémisphére Nord (A. Anguilla, A. rostrata et A. japonica),
ce qui constitue un argument en faveur de l'idée que certains contaminants, dont les métaux,
sont en lien direct avec le développement rapide de l'industrialisation dans le monde et
pourraient étre considérés comme des éléments clés dans le déclin de I'anguille. En ce qui
concerne I’A. marmorata, il n’y a aujourd’hui aucune étude qui établit clairement quelle est
I’évolution de cette espece dans I’Océan Pacifique, c’est également pour cela que nous nous y
intéressons. De plus, il n’existe aujourd’hui que peu, ou pas, d’études sur I'impact d’une
exposition au Ni chez cette espéce.

Afin de lutter contre ce déclin, I'Europe a mis en place des réglementations, et la France a établi
un plan de protection des anguilles qui consiste a lutter contre la péche illégale, la pollution et les
obstacles a la circulation des poissons (barrages). Ce plan mené par I’OFB (Office francais de la
Biodiversité) organise également des relevés de pollution et effectue des mesures biométriques
pour suivre les espéces. Rappelons que la Nouvelle-Calédonie s’est engagée a suivre les
recommandations Européennes en attendant d’en avoir des spécifiques a I'archipel, mais ne s’est
pas engagé ni a la protection de I'anguille, ni sur la stratégie de biodiversité qu’elle souhaite

cependant mettre en place.

2.3.3. Le foie : organe cible de la toxicité des métaux
Comme expliqué dans le paragraphe 2.2, le foie a un réle central dans la réponse a la
contamination aux métaux chez les poissons, et surtout chez les anguilles. Les métaux (Cd, Hg,
Ni...) sont trés souvent trouvés a de trés fortes concentrations dans les foies des anguilles
généralement de fagon corrélée a la concentration en métaux dans les rivieres (Usero et al., 2004,
Barak and Mason, 1990). Le foie est un organe bioaccumulateur notamment pour son role dans
la détoxication des métaux (paragraphe 2.2.1). Néanmoins, 'accumulation de métaux au niveau
hépatique peut conduire a un dysfonctionnement de |'organe affectant potentiellement
I'achéevement du cycle de vie du poisson. Effectivement, le foie a un réle clef dans le processus
d'argenture (22™¢ métamorphose) des anguilles. Cette métamorphose ne peut avoir lieu que si
une quantité suffisante d'énergie est stockée sous forme de TG (paragraphe 2.2.2), cela sous-
entend que sous une certaine quantité de masse grasse accumulée au stade d’anguille jaune
(environ 28 %), I'argenture ne peut étre initiée (Thurow, 1959, Larsson et al., 1990). Il a également

été estimé que la quantité totale de TG stockés doit dépasser 20 % de la masse corporelle pour
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couvrir les besoins énergétiques lors de la migration de I'anguille femelle (Boetius and Boetius,
1980). Ainsi, les anguilles ayant moins de 13 % (du poids corporel) de graisse ne seraient pas
capables de nager, sachant qu’un supplément de 7 % (du poids corporel) est nécessaire pour la
maturation des ovocytes. Sachant cela, plusieurs auteurs ont décrit les effets négatifs de certains
métaux sur le métabolisme lipidique de I'anguille impactant ainsi I'efficacité du stockage lipidique
des anguilles jaunes, comme pour le Cd qui altere I'activité et le niveau d'expression de plusieurs
enzymes impliquées dans la lipolyse et la lipogenese du foie avec une induction de la TGL et une
répression de I’ACC suggérant une augmentation de la consommation des graisses. Ces études
montrent qu’une exposition au Cd altére le stockage des TG en les surconsommant, ce qui
pourrait compromettre le succés de la reproduction pour laquelle il n’y aurait plus assez de stocks
de TG (Pierron et al., 2007, Pierron, 2007).

Des altérations histologiques des hépatocytes d’anguille des marais marbrée (Synbranchus
marmoratus) ont été rapportés aprés une exposition au Cu avec une dissolution de la membrane
hépatocytaire, une dégénérescence vacuolaire et une infiltration de cellules inflammatoires dans
le foie. Le dysfonctionnement hépatique induit par le Cu a été confirmé par 'augmentation des
activités des enzymes marqueurs d’une altération hépatique, la glutamate oxaloacétate
transaminase et la glutamate pyruvate transaminase (Liu et al., 2021). Plusieurs auteurs
supposent que les premiers mécanismes a I'origine de dommages hépatiques chez les anguilles
aprés une exposition aux métaux résultent du stress oxydant généré (détaillé en partie 4,
paragraphe 1.1) avec une diminution de I'activité des enzymes anti-oxydantes et une production
d’ERO (Nunes et al., 2014, Sow et al., 2013).

L'indice hépato-somatique des anguilles, c’est-a-dire le poids du foie rapporté au poids total de
I'individu, est également un marqueur de bon ou mauvais état physiologique du poisson reflétant
I’état de la fonction hépatique, donc, de sa capacité a bien synthétiser les enzymes nécessaires
au métabolisme lipidique et a la reproduction. Cet indice est généralement plus faible lorsque les
anguilles sont exposées aux métaux, ce qui pourrait expliquer la perte de fonction du foie dans la

synthese et le stockage de protéines (Barak and Mason, 1990, Baillon et al., 2015).

En conclusion de cette partie, les modeles utilisés dans cette Thése nous paraissent pertinents
pour plusieurs raisons. Tout d’abord en toxicologie humaine, les CE, qui jouent un réle majeur

dans la circulation pulmonaire et sont connues comme étant une cible des NPs, restent peu
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étudiées alors qu’il est connu qu’une dysfonction endothéliale peut conduire au déclenchement
ou a I'exacerbation de I’'HTP notamment. En effet, au vu du mécanisme de toxicité des NPs qui
sera détaillé dans la partie suivante, une exposition par inhalation de la population aux NPs peut
déclencher ou exacerber I'HTP notamment via la génération d’'un stress oxydant, d’une
inflammation, d’une dérégulation de I’homéostasie calcique, d’une altération de la production
des facteurs vasoconstricteurs et vasodilatateurs et d’'une perturbation mitochondriale, autant
d’évenements critiques retrouvés dans I’'HTP. En écotoxicologie, travailler sur des poissons de fin
de chaine trophique est particulierement pertinent notamment par le fait que ce sont des
organismes vertébrés plus évolués que ceux de la base du réseau trophique (en terme de
détoxication et de métabolisation), et, potentiellement consommeés par I'Homme. Parmi ces
poissons, I'anguille marbrée est particulierement sensible a la contamination des eaux par les
métaux, en particulier par sa longue durée de vie en eau douce et son cycle de vie si particulier.
De plus, il est aujourd’hui connu que ce sont des poissons dont certaines espéces sont en déclin.
Parmi toutes les causes avancées, la pollution des eaux pourrait jouer un role important. De plus,
ce déclin des populations d’anguilles pourrait étre du aux effets toxiques des métaux sur la
fonction hépatique, essentielle pour la migration de reproduction des anguilles, et, aujourd’hui,

les anguilles marbrées restent une espece trés peu étudiée en écotoxicologie.

Nous allons maintenant voir dans la partie 4 pourquoi les PUF et les NPs sont particulierement

toxiques pour les cellules.
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Partie 4 : Pourquoi les PUF et NPs sont-elles toxiques ?

1. Toxicité des PUF et des NPs

La toxicité des PUF et des NPs dépend de multiples facteurs, notamment, de leur source, de la
durée d’exposition, de la susceptibilité individuelle ; et surtout de leurs propriétés physico-
chimiques (taille nanométrique, forme, solubilité, photo réactivité, réactivité de surface,

composition chimique ou charge) (Pascal Andujar, 2008).

1.1. La notion de réactivité de surface

La réactivité de surface est une caractéristique trés importante qui conditionne fortement la
toxicité des PUF et des NPs. En effet, a masse égale, la surface des particules ultrafines, qui
possédent un faible diameétre, est plus importante que celle des particules fines ou grossieres.
Pour une méme masse, les PUF et les NPs ont une surface de réaction proportionnellement plus
importante que des PM2s ou des PMo. Cette caractéristique leur confere une grande capacité
d’interaction par la présence de nombreux sites d’adsorption. Par exemple, des nano-oxydes de
Fe de 6 nm de diamétre peuvent retenir 10 fois plus d’ions en surface que des particules d’oxydes
de Fe de 300 nm (Auffan, 2007) (figure 30). Cela influe directement sur leur toxicité, en effet, il a
été montré que les NPs d’Ag de 18 et 34 nm induisaient une cytotoxicité plus importante que les
NPs d’Ag de 60 et 160 nm chez des rats exposées par inhalation (Braakhuis et al., 2016). L’activité
biologique augmente ainsi considérablement lorsque la taille des NPs diminue.
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Figure 30 : Réactivité de surfaces des NPs en fonction de leur taille, adapté de Aiken and Finke, 1999
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Les différentes études actuelles laissent supposer que les mécanismes d’adsorption a la surface
des PUF et des NPs sont différents des mécanismes classiques qui se produisent a la surface des
PM2s ou des PMio. Cependant, la nature de ces mécanismes reste encore mal connue. Des
suppositions émergent, néanmoins, pour expliquer ce phénomene d’adsorption comme
résultant, d’une part, d’'une modification structurale de la surface des particules lorsque la taille
diminue (Auffan, 2007) et, d’autre part, de la facilité avec laquelle les particules individuelles
s’agregent (Shin et al., 2015). Les particules métalliques et d’oxydes métalliques tels que le Ni ou
le NiO ont des propriétés électroniques spécifiques leur permettant d’avantage d’interagir avec
leur environnement biologique, surtout avec les électrons libres et les protéines. Dans le milieu
aquatique, les PUF et les NPs sont d’avantage soumises a des parameéetres influencant leur
comportement comme le pH, la salinité de I'eau ou encore la présence de micro-organismes et
de matiere organique comme décrit dans la partie 2 en 2.3.2 (von der Kammer et al., 2010,
Majumdar et al., 2016a, Majumdar et al., 2016b). En revanche, dans le milieu biologique, les PUF
et les NPs vont surtout étre influencées par le pH des compartiments biologiques ainsi que par la
voie d’administration. En effet, par voie inhalée, les PUF et les NPs passent d’une distribution en
phase gazeuse a une distribution en phase liquide une fois arrivées dans le systéme respiratoire
et cardiovasculaire via les fluides respiratoires. Tous ces phénomeénes influent directement sur
leur réactivité de surface et pourraient expliquer que les mécanismes de toxicité puissent différer
en fonction de la voie d’administration ou du compartiment biologique cible (Gliga et al., 2014,
Qiao et al., 2015). Par exemple, les doses toxiques difféerent en fonction des espéces concernant
les NPs d’Ag qui semblent plus toxiques chez les poissons zébres apres exposition dans I'eau, en
comparaison aux rats exposés par inhalation (Du et al., 2018). La réactivité de surface est ainsi un
paramétre essentiel dans la capacité des PUF et des NPs a générer, par la suite, un stress oxydant

dans les cellules.

1.2. Le stress oxydant
En raison de leurs propriétés physico-chimiques, de nombreuses études ont montré que les PUF
et les NPs entrainaient un stress oxydant qui se définit comme un déséquilibre entre la production
d’ERO et d’enzymes anti-oxydantes en faveur soit, d’une surproduction d’ERO, soit d’une

diminution de la capacité anti-oxydante des enzymes (Marano et al., 2011, Oberdorster et al.,
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2005). La génération d’ERO dépend directement des interactions entre les PUF et les NPs et

I’environnement biologique dans lequel les particules sont présentes (figure 31).
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Figure 31 : Réactivité de surface des NPs . Adapté de Hellack et al., 2017

Parmi les EROQ, il y a des oxydants non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogene (H;03), et des
oxydants radicalaires, c’est-a-dire électroniquement instables, comme I’anion superoxyde (Oz")
et le radical hydroxyle (OH) notamment. Comme décrit dans le paragraphe précédent (partie 1,
paragraphe 1.1), la réactivité de surface et les caractéristiques physico-chimiques des PUF et des
NPs vont conditionner leur capacité a former des ERO. Il existe différentes sources d’ERO dans les

cellules (Cadenas and Davies, 2000, Lassegue et al., 2012, Sies et al., 2017) :

e Les mitochondries : source importante d’ERO, surtout d’O," qui est produit au niveau de
la CRM lors des réactions des complexes | et lll. Au moment du transfert d’électrons, le
dioxygene (0O3) est réduit en eau (H20) et en ERO (figure 32).
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Figure 32 : Chaine respiratoire mitochondriale, schéma issu de la thése de Cyril Dégletagne, 2012
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e La NADPH oxydase: rbole important dans le systeme de défense cellulaire et de
signalisation a I'origine de la production de I’'H,0; a partir d’O;

e Les xanthines oxydases: production d’ERO radicalaires et non radicalaires lors du
catabolisme des bases puriques

e La 5-lipo-oxygénase : au niveau du RE surtout via les cytochromes lors du métabolisme

des xénobiotiques

En dehors des ERO, il existe également les espéces réactive de I'azote (ERN) tel que le NO. Celui-
ci réagit avec 'O pour former des nitrites et des nitrates puis des peroxynitrites (ONOQO"). Les
peroxynitrites sont des especes réactives particulierement toxiques et retrouvées dans de
nombreuses pathologies cardiovasculaires et respiratoires dont I’'HTP (Pacher and Szabo, 2006).

Les PUF et les NPs d’oxydes métalliques sont particulierement toxiques en raison de leur grande
capacité a générer des ERO et en particulier des ERO radicalaires via la réaction de Fenton en
faisant intervenir du Fe?* (Abdal Dayem et al., 2017, Ivask et al., 2015) (figure 33). En effet, le Ni?*
a I'état d’ion libre va pouvoir catalyser la réduction de I'H,0, conduisant directement a la

production d’ERO radicalaires (Torreilles and Guerin, 1990).
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Figure 33 : Production des ERO et ERN.
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Produits en grande quantité, les ERO vont donc avoir des effets délétéres pour la santé, mais leur
production est régulée par un systéme de défense antioxydant afin de maintenir une certaine
homéostasie cellulaire. Pour une faible production d’ERO, le systéeme antioxydant se met en place
notamment via la voie du Nrf2 qui active la transcription d’enzymes anti-oxydantes telles que la
superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathion peroxydase (GPX), ou encore I’héme
oxygénase-1 (HO-1). Ce systeme de défense permet de maintenir un équilibre redox dans la
cellule. En cas de production trop importante d’ERO intracellulaires, le systeme de défense n’est
plus en capacité de maintenir cet équilibre.

Il est aujourd’hui démontré que les NPs, en particulier les NPs métalliques interagissent
directement avec les enzymes anti-oxydantes et peuvent changer leurs conformations (Zhang et
al., 2019) ce qui conduit a une diminution de I'activité de ces derniéres, voire une inactivité. Ces
changements ont a priori lieu en phase post-transcriptionnelle car une augmentation de la
transcription des SOD et des CAT est rapportée dans plusieurs types cellulaires humains (cellules
endothéliales) et de poissons (hépatocytes de truites) avant de voir que leur activité est pourtant
diminuée (Cao, 2018, Massarsky et al., 2014, Wang et al., 2016, Hao et al., 2009).

Les ERO sont a 'origine de nombreux dommages cellulaires et ont pour principales cibles ’ADN,
les protéines ainsi que les lipides membranaires. Elles induisent des phénomenes de génotoxicité
par I'oxydation de I’ADN, des atteintes protéiques et enzymatiques et enfin des peroxydations
des lipides (Sies et al., 2017). Une forte production d’ERO peut ensuite déclencher les voies de

I'inflammation puis conduire a la mort des cellules (Nel et al., 2006) (figure 34).
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Figure 34 : ERO et stress oxydant. Adapté de Nel et al., 2006
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Le stress oxydant a, a la fois, un réle important dans le déclenchement de pathologies
cardiovasculaires, telle que I'HTP oUu une surproduction d’ERO est observée sur des modéles in
vivo de souris (Freund-Michel et al., 2013), mais également dans I'altération de la qualité de vie
des anguilles chez lesquelles une production d’ERO est rapportée dans tous les organes en contact
avec des métaux (branchies, foie, intestins, reins, muscles) (Ahmad et al., 2006, Pierron et al.,

2009, Gonzalez et al., 2006).

1.3. L'inflammation

La signalisation redox controle de nombreuses fonctions biologiques en activant ou inhibant
différentes voies métaboliques. En cas de surproduction importante d’ERO la voie NF-kB est
activée et entraine la transcription de genes impliqués dans l'inflammation et I'immunité. Cette
voie est activée grace a I'affinité qu’ont les ERO pour les résidus de cystéines qui composent ce
facteur nucléaire (Sies et al., 2017). Cette activation va ainsi provoquer la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires telles que I'lL-6, I'IL-8 ou encore le TNFa (Zhang et al., 2012). Dans ce travail
nous nous intéressons en particulier a I'lL-6, notamment car elle est sécrétée lors de la phase

aiglie de l'inflammation, c’est a dire assez rapidement aprés une surproduction d’ERO.

Chez ’'Homme

L’IL-6 est une cytokine retrouvée notamment dans I’"HTP chez I’'Homme. De plus, cette cytokine
est sécrétée de maniere importante aprés une exposition aux particules atmosphériques. Il a été
observé dans des HPAEC, apres une exposition a des PUF, une augmentation de la sécrétion de
cette cytokine (Karoly et al.,, 2007) qui contribue ainsi a la physiopathologie de la maladie
(Rafikova et al., 2019). Elle active notamment la différenciation des monocytes en macrophages

et inhibe la maturation des cellules dendritiques contribuant au remodelage de I'endothélium.

Chez le poisson

Chez les poissons, les interleukines constituent le plus grand groupe de cytokines existant et
jouent un réle important dans la réponse immunitaire innée et acquise du poisson. C’est
intéressant de noter que parmi les interleukines, I'lL-6 a un role clé et crucial dans le processus
immunitaire en contrdlant la différenciation des cellules de I'immunité, ce qui permet aux

poissons, dont les anguilles, de se défendre contre diverses infections et pathogénes (Zhu et al.,
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2016, Castellana et al., 2008). Cependant, il faut noter que les fonctions précises de I'lL-6 dans la

réponse immunitaire des poissons est encore mal comprise.

1.4. ’homéostasie calcique

Une altération de I’homéostasie calcique est souvent observée apres qu’un stress oxydant soit
généré apres une exposition aux PUF et aux NPs métalliques. Cependant, les mécanismes
cellulaires et biologiques impliqués dans cette altération sont tres variables suivant le type de

particules et le type cellulaire.

Chez ’'Homme

De précédentes études, réalisées notamment au CRCTB, ont montré que I’exposition d’artéres
intra pulmonaires a des NPs, entraine une modification de la réactivité vasculaire (Courtois et al.,
2010, Ying et al., 2013) via une perturbation de la signalisation calcique. Plusieurs hypotheses
sont émises. Les PUF et les NPs pourraient, d’'une part, entrainer une perturbation de
I’'homéostasie calcique via la peroxydation lipidique induite par les ERO et, d’autre part, interagir
directement ou indirectement avec les canaux calciques membranaires, en particulier les ions
libres notamment les formes d’ions divalents comme le Ni?* relargués a partir des particules
(Deweirdt et al., 2020, Gordeeva et al., 2003). Plusieurs auteurs supposent que dans les cellules
vasculaires, les canaux TRPs (TRPV4 dans les CE) sont sensibles a I'exposition aux métaux et
seraient inhibés par ces derniers rendant ainsi les canaux non fonctionnels pour restaurer
I’lhoméostasie calcique. Les sels de nickel tels que le chlorure de nickel sont d’ailleurs des
bloqueurs des canaux TRPs (Cortijo et al., 2010). L'interaction entre les PUF et les NPs, et les

canaux calciques, serait donc a I'origine d’un dysfonctionnement vasculaire (Sanchez et al., 2017).

Chez les poissons

Le stress oxydant généré peut avoir de multiples conséquences dans plusieurs organes,
notamment via une altération de I’"homéostasie calcique qui peut entrainer des dysfonctions
physiologiques dans des organes tel que le foie. En effet, une altération de la signalisation calcique
dans les hépatocytes peut générer une altération de la fonction mitochondriale, fonction calcium
dépendante pour la phosphorylation oxydative ou encore le bon fonctionnement de la CRM, de

la lipolyse et de la lipogenese (Madreiter-Sokolowski et al., 2020). |l est souvent observé une
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augmentation du calcium dans les mitochondries ou le RE des hépatocytes de poissons, ce qui
conduit a des altérations histologiques et fonctionnelles. Ces différents mécanismes peuvent étre
a l'origine du déclenchement de pathologies hépatiques comme rapporté, notamment, chez la

truite et I'anguille (Fabbri et al., 1998, Amaya and Nathanson, 2013).

1.5. Dysfonction mitochondriale et apoptose

La cytotoxicité des particules atmosphériques commence a étre bien documentée. D’une maniere
générale, de nombreuses études in vitro ont montré une augmentation dose-dépendante de la
cytotoxicité des particules atmosphériques sur différents types cellulaires (cellules respiratoires,
cellules vasculaires, CML, cardiomyocytes...). Les particules d’oxydes métalliques entrainent une
mort cellulaire par la voie de I'apoptose. L'apoptose est une forme hautement régulée de mort
cellulaire programmée, qui est, également, médiée par des signaux intra et extracellulaires mais
également par le taux d’ERO généré. De nombreux facteurs de stress environnementaux
(polluants, xénobiotiques) sont connus pour induire la mort cellulaire par apoptose et contribuer,
ainsi, a diverses pathologies. La production d’ERO et la sécrétion de cytokines inflammatoires
peuvent, notamment, induire la mort cellulaire par apoptose (ElImore, 2007).

L'apoptose est en premier lieu initiée par une dysfonction des mitochondries, et ce, quel que soit
le type cellulaire. De nombreuses études ont montré que, aprés internalisation, les PUF et les NPs
sont souvent localisées, dans des vacuoles cytoplasmiques a proximité des mitochondries ce qui
peut engendrer des interactions plus ou moins directes avec cet organite et induire des
dommages structurels (Li et al., 2003, Foley et al., 2002). Ces altérations mitochondriales peuvent
étre a 'origine d’un important stress oxydant mitochondrial a I'origine d’'une modification de
I’lhoméostasie calciqgue mitochondriale. Les ERO, notamment I’Oy", peuvent induire une
lipoperoxydation de la membrane mitochondriale a |'origine d’une baisse du potentiel de
membrane mitochondrial (Cadenas and Davies, 2000). Toutes ces altérations vont ensuite
déréguler la CRM, la B—oxydation, le métabolisme lipidique et entrainer une dysfonction
mitochondriale et une activation des mécanismes de I'apoptose (Prakash et al., 2017, Kroemer et

al., 2007). Il existe deux voies principales initiatrices de I'apoptose :

e La voie extrinseque : médiée par les récepteurs de la mort a la surface de la cellule

(protéines transmembranaires).
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e La voie intrinséque : médiée par les mitochondries, qui est controlée par plusieurs
facteurs de la famille des protéines blc-2 : bax, bak et bcl-2. Bax, une fois activé par p53,
va entrainer la libération du cytochrome c (CytC) par la membrane interne de la
mitochondrie qui est devenue perméable aux molécules (PM < 1500 Da). Le CytC va alors
se lier a une molécule adaptatrice, APAF-1. Une fois la liaison établie dans le cytoplasme,
le complexe va ensuite activer les caspases qui sont des molécules effectrices de
I’'apoptose. La principale caspase initiatrice qui s’auto active est la caspase 9 qui forme
avec le complexe CytC-APAF-1 un oligomeére appelé apoptosome. Ce dernier va ensuite
activer d’autres caspases (3 et 7) qui font entrer la cellule dans un processus irréversible
de mort cellulaire avec des altérations membranaires, cytoplasmiques et nucléaires. En
effet, de nombreuses modifications morphologiques sont observables telles qu’une
invagination de la membrane plasmique, une condensation de la chromatine le long de
I’enveloppe nucléaire puis une fragmentation nucléaire et cellulaire qui va libérer les corps

apoptotiques formés (Fink and Cookson, 2005).

Les PUF et NPs peuvent déclencher la voie de I'apoptose par différentes voies résumées dans les
figures 35 et 36 :
e Altération directe de la mitochondrie
e Inhibition directe ou indirecte via les ERO du facteur anti-apoptotique bc/-2 et activation
du facteur pro-apoptotique bax

e Oxydation de I’ADN par les ERO qui peut activer la voie de signalisation p53
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Figure 35 : Les NPs peuvent activer les ROS pour entrainer I'apoptose par trois voies différentes, d’aprés Chen et al. 2003
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Figure 36 : Les NPs peuvent endommager directement les mitochondries entrainant une augmentation de |'expression de Bax et
Bak et une diminution de I'expression de Bcl-2, ce qui favorise la formation d'un pore de transition de perméabilité mitochondriale

par lequel Cytc est libéré dans le cytoplasme et forme I'apoptosome avec Apaf-1. D’aprés Chen et al. 2003.
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2. Toxicité des particules de nickel

L’exposition des populations et des espéces aux ETM dont le Ni en Nouvelle-Calédonie est un vrai
probléme de santé publique et environnementale mais peu d’études ont été réalisées pour
vraiment mettre en avant les risques et conséquences d’expositions de la population et des
especes naturelles a ces métaux. C’est dans ce contexte que le CNRT-Nickel créé en 2007 vise a
soutenir la recherche fondamentale et appliquée dans 3 axes thématiques: Nickel et
Technologie ; Nickel et Société et Nickel et Environnement naturel. En effet, en faisant partie des
25 zones prioritaires « hot spot » pour la préservation de la biodiversité terrestre planétaire en
particulier car 80 % des espéces présentes sur les terrains miniers sont endémiques, il parait
essentiel de protéger cet archipel des risques de la surexploitation miniére. Le CNRT-Nickel a ainsi
pour objectif la mise en commun et la gestion de moyens pour réaliser des programmes de
recherche ou de développement technologique, pour une exploitation durable des ressources
minieres, compatible avec la préservation de I'environnement naturel et humain de la Nouvelle-
Calédonie. Notre travail fait partie de I'axe « Nickel et Environnement naturel » pour notre partie
d’écotoxicologie en faisant partie intégrante du projet QUAVAR!. Ce projet a pour but de
connaitre le bruit de fonds géochimique des cours d’eau des milieux ultramafiques, réaliser des
tests d’écotoxicité sur des organismes dulcaquicoles indigenes, définir des standards de qualité
pour les organismes de la colonne d’eau et des sédiments, et, dériver une norme de qualité
environnementale.

Le CNRT-Nickel est ainsi, aujourd’hui, le seul organisme a avoir mis en avant les premiéres études
épidémiologiques en Nouvelle-Calédonie. Des premiéeres données sur d’autres espéces que les
anguilles sont disponibles et seront détaillées dans cette partie. Cependant, peu d’études ont été
réalisées au niveau de l'appareil respiratoire et cardiovasculaire humain et sur les anguilles
marbrées, c’est la raison pour laquelle nous nous appuyons sur d’autres types cellulaires et
d’autres especes d’anguilles pour présenter ce qui est connu aujourd’hui sur la toxicité des PUF

et NPs de Ni et NiO.

1 QUAVAR : Qualité des eaux douces et valeurs de rejet pour les cours d’eau des milieux ultramafiques. Porteur de
Projet : Dr Gunkel-Grillon Peggy, 2019-2022
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2.1. Etudes épidémiologiques
L’exposition de 'Homme au Ni se fait majoritairement chez les travailleurs des raffineries de Ni
et les miniers. Cependant, en raison de la géologie atypique de la Nouvelle-Calédonie et de
I’exploitation du Ni dans des mines a ciel ouvert, toutes les populations environnantes peuvent
étre exposées. Ces mémes populations sont aussi exposées en ville en vivant proche des usines

de Ni, notamment de 'usine de la SLN en plein coeur de Nouméa.

2.1.1. Données dans les raffineries de nickel
Les premieres données sur I'imprégnation de Ni chez les travailleurs de raffineries remontent a
plusieurs dizaines d’années, dans les années 1980, ou I'équipe d’Andersen et al. a autopsié les
poumons de 39 travailleurs norvégiens de raffineries entre 1978 et 1984, travaillant dans
différents secteurs de l'usine et a différents postes. Cette étude est certes réalisée sur un nombre
tres restreint de travailleurs, mais elle a néanmoins mis en évidence, d’'une part, que ces
travailleurs présentaient des niveaux élevés de Ni dans les tissus pulmonaires et, d’autre part,
que les travailleurs exercant dans les départements d'électrolyse et de grillage-fusion ont
accumulé plus de Ni dans leurs poumons. De plus, les travailleurs chez qui un cancer du poumon
a été diagnostiqué présentaient les mémes concentrations de Ni dans les poumons a I'autopsie
gue ceux décédés d'autres causes (Andersen and Svenes, 1989). D’autres études ont confirmé ces
observations, notamment, sur des coupes histopathologiques de poumons de travailleurs de
raffineries (Pays de Galles, Canada, Norvege). Il a été montré une prévalence accrue de cancers
du poumon chez les ouvriers de types carcinomes spinocellulaires (Sunderman, 1989, Sunderman
et al., 1989). Des cancers du nez, des bronchites chroniques, de I'asthme, des sinusites et des
rhinites seraient également prépondérants chez ces travailleurs (Norseth, 1994, Prueitt et al.,
2020). Cependant, méme si le Ni est classé comme cancérigene du groupe 1 (cancérogene pour
I'Homme) et le Ni métallique du groupe 2B (agents possiblement cancérigenes pour I’'Homme)
par le CIRC, les mécanismes d’action toxique précis sont encore discutés et mal connus. Suite a
ces classifications, des réglementations ont été mises en place sur I'exposition professionnelle.
En France, la valeur limite moyenne d'exposition professionnelle (VLEP) sur 8 heures du Ni
élémentaire et des dérivés inorganiques est de 1 mg/m3. Le Comité Scientifique Européen en
charge de proposer des limites d’exposition professionnelle (SCOEL - Scientific Committee on

Occupational Exposure Limits) a adopté en Juin 2011 une VLEP de 0,005 mg Ni /m? pour la fraction
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respirable (PM1o) et de 0,01 mg Ni/m?3 pour la fraction inhalable (PM2s et PUF). Ces valeurs sont
établies pour protéger des effets inflammatoires pulmonaires, mais également des effets
cancérogenes (OCRC, Occupational Cancer Research Center 2012). Certains pays, dont la France,
reconnaissent d’ailleurs les cancers du poumon comme maladie professionnelle chez les

travailleurs de raffineries de Ni.

2.1.2. Données épidémiologiques en Nouvelle-Calédonie
Peu d’études ont donc été menées sur les effets potentiellement générés sur les populations
environnantes apres inhalation des PUF et des NPs de Ni ou de NiO. Cependant, comme détaillé
dans la partie 2, les concentrations atmosphériques de Ni présent dans les PM1o en Nouvelle-
Calédonie sont supérieures aux réglementations européennes, ce qui laisse supposer des effets
toxiques et des impacts sanitaires. Au regard des chiffres dans les PM1g nous pouvons, également,
supposer que les concentrations de Ni dans les PUF sont tout aussi importantes et inquiétantes.
La premiére étude qui a visé a caractériser le potentiel de dispersion et d’inhalation des ETM a
été réalisée par le CNRT-Nickel dans le cadre du projet DMML (Dispersion des métaux de la mine
au lagon) dans lequel il a été montré que les particules fines émises par les activités minieres sont
particulierement chargées en ETM dont le Ni, et sont facilement inhalables, présentant donc un
risque pour la santé humaine (Pasquet et al., 2018, Pasquet et al.,, 2016a). L'étude
épidémiologique METEXPO (Niveaux d’imprégnation et déterminants de I'exposition humaine
aux métaux) en 2013 est la seule étude ayant démontré que les calédoniens sont imprégnés de
Ni. En revanche, dans cette étude, toutes les voies d’expositions sont prises en compte, inhalation
et ingestion (eau et aliments contaminés par I’'eau d’irrigation ou les retombées atmosphériques
des poussieres). L'étude réalisée sur 732 néo-calédoniens (adultes et enfants), a montré que le
taux urinaire moyen en Ni était de 5,7 pg/g de créatinine, soit une fois et demi supérieure a la
valeur de référence recommandée dans la population générale selon I'INRS (> 3,8 ug/g créatinine)
(St-Jean et al., 2018). Les concentrations les plus importantes sont retrouvées chez les enfants et
les populations vivant sur un sol ultramafique. A titre de comparaison, les taux retrouvés dans les
urines sont supérieurs aux taux retrouvés en Métropole, en Allemagne et au Canada. C'est a
I’heure actuelle la seule étude confirmant que les calédoniens sont exposés, cependant, aucuns
travaux portant sur les fonctions respiratoires et cardiovasculaires n‘ont été réalisés. Des

chercheurs ont néanmoins essayé de collecter des données mais le registre informatique
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permettant de recueillir les données sur les cancers pulmonaires et les voies respiratoires ne
recenserait que 80 % des cas. De plus, les dossiers médicaux sont souvent incomplets ce quiinclue
trop de biais pour pouvoir établir des données analysables (Blanc and Goldberg, 1985).
Cependant, il est rapporté par les pneumologues du Centre Hospitalier Territorial de Nouvelle-
Calédonie, une prévalence importante de cancers du poumon chez des sujets jeunes (< 40 ans)
(CNRT-Nickel) et une association a but non lucratif a été fondée en 2007 pour la prévention des
pathologies respiratoires en Nouvelle-Calédonie notamment pour un soutien logistique,
psychologique et financier afin d’optimiser la prise en charge des patients (Assoce, 2007).

D’autres études sont en cours sur les prochaines années (2020-2023), notamment, I'étude
CAMEVAL (Caractérisation quantitative et qualitative des poussieres émises par les activités
minieres et évaluation des risques sanitaires associés) qui vise a caractériser la composition des
PM1o et PMys pour apprécier le risque sanitaire, ainsi que I’étude METALICA Santé et Aliments qui

a pour but de mieux apprécier les risques liés a I'ingestion des ETM (CNRT-Nickel).

2.2. Etudes in vivo

Certaines études in vivo ont été réalisées chez les rongeurs et les poissons afin d’essayer
d’élucider les conséquences physiologiques d’une exposition aux particules de Ni ou de NiO. Les
expositions chez les rongeurs ont été faites en laboratoire, en revanche les études chez le poisson

ont été réalisées in situ.

2.2.1. Chez les rongeurs

Quelques études in vivo ont été réalisées sur des rongeurs afin d’évaluer la toxicité pulmonaire
des NPs de NiO et du Ni par instillation intra trachéale.

Chez le rat Wistar, il a été montré qu’une instillation de ces NPs entrainait I'apparition de
protéinoses alvéolaires ainsi qu’une inflammation pulmonaire caractérisée par une augmentation
significative de polynucléaires neutrophiles et éosinophiles, de macrophages et de lymphocytes
pulmonaires (Senoh et al., 2017, Lee et al.,, 2016). Des fibroses pulmonaires en lien avec
I'activation du facteur de croissance TGF-B1, cytokine impliguée dans la croissance, la
prolifération cellulaire, la différenciation et I'apoptose ont, également, été observées (Chang et
al., 2017b). Les mémes résultats sont retrouvés chez les souris avec des signes d’inflammation

pulmonaire (augmentation des neutrophiles, chimiokines et cytokines dont I'lL-6) ainsi que la
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génération d’ERO et des lésions génotoxiques (augmentation des taux de 8-hydroxy-2'-
deoxyguanosine, 8-OHdG) et une fibrose pulmonaire (Mo et al., 2019, Bai et al., 2018). Une
dysfonction endothéliale est également rapportée, probablement due a une inhibition de la
dimérisation de la eNOS, et donc a une diminution de la biodisponibilité du NO (Ying et al., 2013).
L’'ensemble de ces données expérimentales in vivo laissent suggérer que I'exposition a des NPs
de NiO et de Ni serait a I'origine d’une toxicité pulmonaire. Cependant, les mécanismes cellulaires
et moléculaires ne sont pas réellement détaillés dans ces études.

Une toxicité hépatique est, également, rapportée apres instillation de NPs de NiO ou de Ni chez
des rats, caractérisée par un stress oxydant avec une surproduction d’ERO et d’ERN, et I'activation
des MT. Les examens histologiques montrent une peroxydation lipidique des membranes
entrainant une altération de la fonction hépatique (Yu et al., 2018) ainsi qu’une inflammation
avec une régulation a la hausse de NF-kB, des cytokines inflammatoires (dont I'lL-6) et des
médiateurs apoptotiques (caspases-3 et 9) (Igbal et al., 2021). Les métabolismes lipidique et
glucidique semblent aussi étre altérés (Ali et al., 2021).

Les NPs de Ni semblent aussi toxiques au niveau des reins, de 'appareil reproducteur et du
compartiment sanguin chez les rongeurs (Dumala et al., 2018, Liberda et al., 2010, Kong et al.,

2014).

2.2.2. Chez les poissons

Depuis plusieurs années, des auteurs s’intéressent a I'impact des exploitations minieres, dont
celles du Ni, sur des poissons carnivores de fin de chaine trophique. Plus récemment, des
premieres études sur cette problématique en Nouvelle-Calédonie ont émergé mais rien n’a
encore été réalisé sur les A. marmorata. |l existe relativement peu d’études sur la toxicité du Ni
chez les poissons par rapport a d'autres métaux comme le Cu ou le Cd. Pourtant, selon Buhl et al.,
le Ni serait le 4°™e métal le plus toxique d’aprés une étude réalisée sur trois espéces de poissons
qui sont la truite arc-en-ciel, 'ombre Arctique et le saumon argenté, en comparaison a sept autres
métaux (Cd > Ag > Hg > Ni > Au > As > sélénium > Cr) (Buhl and Hamilton, 1991).

Au Canada, 6™ producteur mondial de Ni, des études réalisées sur la perche jaune, Perca
flavescens, ont montré que les poissons se contaminaient majoritairement par la voie du Ni
dissous dans |’eau en comparaison a la contamination via leur régime alimentaire, et que les deux

organes les plus bioaccumulateurs étaient le foie et les reins. Il a été supposé que les poissons,
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dans les régions les plus contaminées aux ETM, s’acclimataient a long terme et toléraient
I’exposition aux ETM dont le Ni. Cependant, aucune étude transcriptomique ou biochimique n’a
été réalisée (Couture et al., 2008). Des résultats similaires ont été retrouvés chez la truite arc-en-
ciel, Salmo gairdneri, exposée au Ni, Cd et Cr pendant 6 mois ou les métaux se bioaccumulaient
surtout au niveau du foie, des reins et des branchies. Les auteurs ont montré une altération du
métabolisme glucidique irréversible avec une surconsommation des glucides au niveau hépatique
et une chute des réserves énergétiques probablement en lien avec une dysfonction hépatique et
pancréatique. Une altération du contenu en acide sialique au niveau branchial, responsable
d’altérations durables des mucines épithéliales est aussi rapportée. Dans cette étude, il a été mis
en évidence un lien entre le sexe, le cycle saisonnier et la réponse biochimique. En effet, les males
semblent plus sensibles a I'exposition aux métaux en hiver par rapport aux femelles (Arillo et al.,
1982). Quant aux études sur les anguilles, tels que I’anguille épineuse, Mastecembelus armatus,
ou lI'anguille des marais, Monopterus albus, exposée au Ni dans des cours d’eau pollués ou
proches d’usine ou de mine de Ni, les organes les plus bioaccumulateurs restent les branchies, le
foie et les reins, et trés peu les muscles. Le foie étant I'organe le plus altéré, tout comme chez les
truites, il est observé une chute du glycogene hépatique, des altérations histopathologiques et
une augmentation des MT (Javed and Usmani, 2013, Yin et al., 2012, Sow et al., 2013, Sow et al.,
2019). En ce qui concerne la bioaccumulation au niveau rénal, le Ni pourrait se comporter comme
un analogue du Mg?* dans les reins ce qui entraine une absorption et une réabsorption rénale
trés efficace du Ni via les transporteurs de Mg?* (Pane et al., 2005, Pane et al., 2006a), ce qui
explique pourquoi le Ni s’accumule facilement et majoritairement dans cet organe. Des auteurs
suggerent d’ailleurs qu’il existe un mécanisme dans les reins permettant une élimination et une
régulation des taux de Ni, jusqu’a une certaine concentration (Pane et al.,, 2006a, Pane et al.,
2006b).

Il est, également, intéressant de noter que le stade de vie des poissons semble étre important.
Dans la plupart des cas, les stades précoces larvaires sont plus sensibles aux effets toxiques du Ni
gue les poissons adultes, méme si cela peut varier en fonction des espéces (Birge and Black, 1980,
Nebeker et al., 1985).

En ce qui concerne les études en Nouvelle-Calédonie, des travaux sur les poissons coralliens du
lagon (murenes et congres) ont bien mis en évidence des concentrations alarmantes en ETM

surtout en Ni et Cr chez ces poissons (Bonnet et al., 2014). Des études, démarrées en 2008, sont
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en cours afin d’étudier I'impact de I'industrialisation miniere sur la population de plusieurs
dizaines d’especes aquatiques (Chabanet et al., 2010). Le CNRT-Nickel au cours du projet DMML
en 2016 a fait des premiéres études sur 5 espéces de poissons (la carpe, Khulia rupestris, les
gobies, Awaous guamensis et Sicyopterus lagocephalus, le tilapia Sarotherodon occidentalis et les
anguilles marbrées, A. marmorata) vivant dans des riviéres sous influence miniére, et ont montré
des concentrations en ETM importantes au niveau branchial et hépatique (CNRT-Nickel).

De plus, plusieurs études tendent a montrer que le Ni serait beaucoup plus toxique pour les
poissons des cours d’eau douce que ceux vivant dans des eaux dures, notamment, car les fortes
concentrations en Ca%* et Mg?* dans les eaux dures protégeraient les poissons de la toxicité du Ni
par compétition pour les sites d’entrée des métaux au niveau branchial (Playle et al., 1992,
Erickson et al., 1996). Tout comme un pH élevé qui modifierait la spéciation du Ni et protégerait
également les poissons de cette toxicité, mais des études supplémentaires sont nécessaires pour
expliquer ce phénomeéne (Pyle and Couture, 2012).

Les principales études réalisées sur I'impact d’une exposition au Ni chez les poissons carnivores
mettent surtout en avant les principaux organes qui concentrent le plus de métaux. Quelques
études sont, également, faites sur le métabolisme lipidigue mais aucune étude transcriptomique

n’a été réalisée a ce jour.

2.3. Etudes in vitro

Plusieurs études in vitro ont été réalisées afin de regarder le mécanisme cellulaire et moléculaire
de la toxicité des PUF ou NPs de NiO et de Ni mais nous ne présenterons que des études réalisées
sur des modeles cellulaires proches des notres, a savoir les cellules vasculaires pulmonaires et les

hépatocytes.

2.3.1. Cellules Humaines : A-549 et BEAS-2B
Concernant les mécanismes de toxicité des PUF et des NPs de NiO et de Ni, quelques études in
vitro ont été menées sur des cellules de I'appareil respiratoire humain, en particulier, sur des
cellules épithéliales bronchiques (BEAS-2B) et alvéolaires (A549). Ces études ont mis en évidence
une cytotoxicité, entrainant ainsi une diminution de la viabilité cellulaire dés de faibles
concentrations sur les deux types cellulaires (Mohamed et al., 2018, Latvala et al., 2016, Capasso

et al., 2014, Duan et al., 2015).
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Il a, également, été montré que les NPs de Ni généraient un stress oxydant relativement
important, avec, d’une part, une augmentation de la production d’ERO cellulaires, et, d’autre
part, une diminution de I'activité des enzymes anti-oxydantes telles que la SOD, la CAT ou encore
la GPX (Horie et al., 2011, Duan et al., 2015). Ces résultats suggerent que les cellules n’ont pas les
capacités de défense enzymatique nécessaires permettant de contrer I'augmentation de la
production d’ERO. Les ERO produites sont ensuite a I'origine du déclenchement des voies de
I'inflammation. En effet, des auteurs ont montré une sécrétion accrue de cytokines pro-
inflammatoires telles que les IL-6 et les IL-8 dans les deux types cellulaires (Capasso et al., 2014).
Le stress oxydant généré, comme expliqué dans le paragraphe 1.2., peut altérer la mitochondrie,
ce qui a été montré dans des A549 exposées aux NPs de NiO avec une peroxydation lipidique au
niveau de la membrane mitochondriale (Ahamed, 2011). Ces dysfonctionnements
mitochondriaux, dans les A549 et les BEAS-2B, seraient a |'origine de I'activation des voies de
I’'apoptose avec une augmentation des caspases et de la transcription de bax (Ahamed, 2011,
Duan et al., 2015, Di Bucchianico et al., 2018).

Enfin, un autre aspect de la toxicité des particules de Ni et de NiO, mis en évidence dans ces
études, est une altération de ’homéostasie calcique avec une augmentation des concentrations
de calcium dans le cytoplasme. Cependant, les mécanismes a I'origine de ces altérations ne sont
pas décrits (Di Bucchianico et al., 2018), méme si une étude démontre que cette augmentation
provient d’une fuite du calcium des organites cellulaires aprés une exposition de cellules
épithéliales au NiCl; (Cortijo et al., 2010). Le Ni pourrait se lier a la calmoduline et ainsi I'activer,
ce qui pourrait également expliquer la perturbation calcique observée dans les cellules
respiratoires (Kasprzak, 1987).

Il est cependant important de souligner qu’aucune étude n’a été réalisée sur des cellules

endothéliales humaines, pourtant cibles des particules inhalées telles que les PUF et les NPs.

2.3.2. Hépatocytes
En ce qui concerne la toxicité de ces particules au niveau hépatique, aucune étude n’a été faite
sur des hépatocytes d’anguilles mais il existe des travaux sur des hépatocytes de rongeurs, de
truites arc-en-ciel ou de poissons rouges.
De la méme maniere que dans les cellules respiratoires humaines, une cytotoxicité et un stress

oxydant sont rapportés dans des hépatocytes de rats et humains (HepG2). Dans les hépatocytes
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de poisson plat, le Cardeau hirame, Paralichthys olivaceus, il est observé une diminution de
I'activité de la SOD (Sun et al., 2020). Ces études, aprés analyses biochimiques et
transcriptomiques montrent, également, que le NiO et le Ni activeraient les voies de I'apoptose
avec une augmentation de I'expression de p53 et bax et une diminution de bcl-2, ainsi qu’une
augmentation des niveaux des caspases 12, 9 et 3 (Chang et al., 2017a, Saquib et al., 2018),
probablement en lien avec une dysfonction mitochondriale. En effet, apres exposition a des
particules de Ni sur des hépatocytes de poissons rouges, il est observé une inhibition du
métabolisme mitochondrial avec une altération de I'activité des enzymes mitochondriales telles
que la citrate synthase et la cytochrome C oxydase, et cela, dés de trés faibles concentrations en
Ni (Garceau et al., 2010). Les hépatocytes exposés au Ni sont gonflés, fibrotiques et nécrosés a de
fortes concentrations (Sun et al.,, 2020). Cette nécrose est, également, observable sur des
hépatocytes de carpe argentée, Hypophthalmichthys molitrix, exposées au sels de nickel, NiCl;
(Athikesavan et al., 2006). En ce qui concerne le métabolisme lipidique, une augmentation de la
consommation des lipides est montrée, essentiellement sur les modéles de poissons, en lien

direct avec les altérations mitochondriales (Garceau et al., 2010, Sun et al., 2020).

Sur I'ensemble des études in vitro réalisées sur le Ni, il est observé des mécanismes d’action
toxique communs a savoir un stress oxydant, une inflammation, une altération de I’homéostasie
calcique ainsi qu’une dysfonction mitochondriale déclenchant la voie de I'apoptose. Cependant,
apres cette revue de la littérature, ces données sont insuffisantes, voire inexistantes, en ce qui
concerne notre étude et nos modeles biologiques. Les mécanismes cellulaires et moléculaires de
toxicité des NPs de NiO sur des CE humaines n’est pas connue. De plus, en ce qui concerne le volet
d’écotoxicologie, aucune étude ne vise a élucider, d’une part, les mécanismes d’action toxique de
ces NPs dans des hépatocytes d’anguille et, d’autre part, les conséquences d’une exposition

chronique aux ETM sur les anguilles marbrées in vivo.
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Dans ce travail de These se pose alors une question : Quels sont les impacts sanitaires et
environnementaux de I'exploitation miniere en Nouvelle-Calédonie ? Afin de répondre a cette

vaste question notre travail s’est divisé en deux parties autour de deux objectifs différents.

Objectif 1 : Quels sont les mécanismes moléculaires et cellulaires de la toxicité des

NPs de NiO et de latérites nickéliferes sur des cellules en culture in vitro ?

Pour répondre a cet objectif nous avons travaillé sur deux types cellulaires: des cellules
vasculaires humaines et des hépatocytes de poissons. Sur chacun des types cellulaires, nous avons
évalué de nombreux parametres caractéristiques de la toxicité des NPs de NiO, a savoir, le stress
oxydant, I'inflammation, la signalisation calcique, les altérations mitochondriales et la cytotoxicité
notamment via I'apoptose. L'objectif était ainsi d’évaluer s’il existe un mécanisme d’action
toxique commun des NPs de NiO sur les deux types cellulaires et de comparer la toxicité des
particules fines de latérites nickéliféeres potentiellement inhalées par ’'Homme, ou des sels de

nickel retrouvés dans les eaux, a celles des NPs de NiO manufacturées.

1. Cellules vasculaires humaines HPAEC exposées aux NPs de NiO
Les cellules vasculaires humaines choisies sont des cellules d’artéres pulmonaires humaines,
HPAEC. En effet, comme décrit dans I'introduction, les HPAEC sont des cibles privilégiées des
effets nocifs des particules inhalées. Les NPs de NiO pourraient franchir la barriére alvéolo-
capillaire au niveau des alvéoles pulmonaires, se retrouver dans la circulation sanguine, et ainsi,
avoir des effets néfastes sur les cellules endothéliales tapissant la lumiere des artéres
pulmonaires. Ainsi, toute dysfonction endothéliale pourrait a long terme contribuer au
déclenchement de pathologies cardiovasculaires telle que I'HTP. Cette étude fait I'objet d’un
article “NiONPs-induced alteration in calcium signaling and mitochondrial function in pulmonary
artery endothelial cells involves oxidative stress and TRPV4 channels disruption” publié en janvier

2022 dans le journal Nanotoxicology (IF : 5.91).

2. Hépatocytes d’anguilles HEPA-E1 exposées aux NPs de NiO et aux sels de NiCl;
Chez les anguilles, le foie est un organe particulierement important en étant le principal organe
de détoxication des métaux et de la métabolisation des lipides, essentiel pour la migration et la

reproduction des anguilles comme décrit en introduction. C’'est pourquoi notre étude a été
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réalisée sur des hépatocytes d’anguille afin d’apprécier comment la fonction hépatique pourrait
étre altérée, et pour explorer si des voies communes d’intoxication sont observées avec les
HPAEC. A noter que nous avons travaillé sur des hépatocytes d’anguilles du Japon pour répondre
a notre problématique car il s’agit de la seule lignée cellulaire d’hépatocytes d’anguilles existante
a ce jour. Cette étude fait I'objet d’un article “Cellular and molecular mechanisms of NiONPs
toxicity on eel hepatocytes HEPA-E1: an illustration of the impact of Ni release from mining
activity in New Caledonia” publié en septembre 2022 dans le journal Chemosphere (IF : 7.04).

En résultats complémentaires de cette étude, nous avons voulu évaluer la toxicité de sels de
nickel NiCl, dissous, car ils sont potentiellement retrouvés dans le milieu au cours de I'exposition
des cellules in vitro, mais aussi car ils sont présents dans les riviéres in situ. Ainsi, il s’agissait
d’évaluer ici si le risque majeur de toxicité vient plutot de la fraction dissoute de Ni présente en
milieu naturel ou bien plutét de l'activité humaine (NPs de NiO). Pour répondre a cette
interrogation, nous avons évalué la cytotoxicité, le stress oxydant et I'inflammation sur les HEPA-

E1 aprés exposition avec du NiCl,.

3. Cellules vasculaires humaines HPAEC exposées aux latérites nickéliferes
Apres avoir décrit le mécanisme de toxicité des NPs de NiO sur les HPAEC et les HEPA-E1, nous
avons voulu voir, sur des cellules vasculaires pulmonaires humaines, si des particules fines
directement prélevées en Nouvelle-Calédonie étaient plus ou moins toxiques comparé aux NPs
de NiO. En effet les NPs de NiO sont majoritairement émises a cause de I'activité miniere (procédé
hydro métallurgique utilisé, usines) alors que les particules de latérites sont naturellement mises
en suspension et disséminées dans I'atmosphére depuis les sols a cause de la forte érosion de ces
sols latéritiques et de I'activité humaine. |l est alors intéressant d’évaluer si le risque majeur de
I’exposition aux particules de nickel et métaux associés vient de la pollution atmosphérique
naturelle ou bien anthropique en Nouvelle-Calédonie. Pour cela deux types de latérites ont été
analysées puis comparées aux NPs de NiO en regardant leur cytotoxicité, leur capacité a générer
des EROQ, l'effet pro-inflammatoire ainsi que la perturbation de I'homéostasie calcique. Cette

étude fait I'objet d’un article prét a étre soumis dans Toxicology (IF : 4.6).
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Objectif 2 : Quels sont les impacts au niveau fonctionnel d’'une exposition aux

métaux, dont les NPs d’oxydes de nickel ?

Ce second objectif a pour but d’évaluer si une exposition aux métaux et aux NPs de NiO pourrait
avoir des conséquences fonctionnelles, d’'une part sur une population souffrant déja d’une
pathologie cardiovasculaire préexistante et, d’autre part, sur les anguilles vivant en milieu naturel
a proximité des mines. Pour répondre a cet objectif, des cellules HPAEC ont été cultivées in vitro
dans un modele mimant une pathologie cardio-vasculaire, et des études morphométriques et
transcriptomiques ont été réalisées sur des anguilles marbrées, apres préléevements des individus

in situ.

1. Modeéle pathologique in vitro mimant une dysfonction endothéliale
La question ici est de s’interroger si, in vitro, les effets toxiques des NPs de NiO observés sur les
HPAEC peuvent étre amplifiés sur des cellules cultivées en condition pathologique. En effet, un
modele in vitro développé au CRCTB nous permet de mimer la dynamique et I’environnement
vasculaire des cellules HPAEC lors d’une dysfonction endothéliale retrouvée dans des pathologies
cardio-vasculaires telles que I'HTP. Cela nous permet ainsi d’apprécier le risque pour une
population ayant une pathologie cardio-vasculaire préexistante de faire des exacerbations de leur
pathologie en comparaison avec une population saine, en cas d’exposition a ces particules. Cette
étude fait I'objet d’un article “NiONPs-induced oxidative stress and mitochondrial impairment in
an in vitro pulmonary vascular cells model mimicking endothelial dysfunction” publié en avril 2022

dans le journal Antioxidant (IF : 7.67).

2. Anguilla marmorata : cible de la contamination des riviéeres aux métaux
Enfin, nous nous sommes intéressés aux potentiels impacts générés par les activités minieres en
Nouvelle-Calédonie sur les anguilles prélevées en milieu naturel, tenant compte de toute la
complexité des facteurs pouvant influer sur I'état de santé de ces poissons, en plus du Ni lui-
méme. Pour cela, les anguilles ont été péchées soit dans des cours d’eau sous influence miniere
soit dans des cours d’eau loin des mines. L'objectif principal était d’évaluer, par des études
morphométriques et transcriptomiques, si les concentrations importantes en métaux dans les
rivieres ont un impact fonctionnel sur ces poissons, et ainsi, de comprendre quels pourraient étre

les risques d’une telle exposition pour la population d’Anguilla marmorata. La mission menée en
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Nouvelle-Calédonie a été réalisée dans le cadre du projet QUAVAR financé par le CNRT-Nickel
défini en introduction, en partenariat avec le laboratoire ISEA de I'Université de la Nouvelle-
Calédonie et le bureau d’étude Bioeko, tous deux basés a Nouméa. Cette étude fait I'objet d’une
publication “Impact of nickel mining in New Caledonia on marbled eels Anguilla marmorata”

publiée en ao(t 2022 dans Journal Of Hazardous Material (IF : 14.29).

Les objectifs sont résumés en figure 37.

Toxicologie )
humaine Erosion des sols Ecotoxicologie
Activités d’extraction miniére

Transports atmosphériques Santéldell'environnement Transports via les cours d’eau douce

Objectif 1 : Mécanismes Cellules HPAEC

moléculaires et cellulaires de
toxicité des NPs de NiO ?

Cellules HEPA-E1

Inhalation Dépots / lessivage
Santé humaine Santé des animaux
Obje'ctif 2: Qu.els impacts | | cellules HPAEC en Consommatio ‘ In vivo sur Anguilla marmorata
au niveau fonctionnel ? condition pathologique
et physiologique

Figure 37 : Résumé des objectifs
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Partie 1 : Matériels

1. Milieux de culture et réactifs

Le milieu rouge complet (MRC) contient de 'ECGM (Endothelial Cell Growth Medium)
complémenté avec du SupplementMix (PromoCell®) contenant 2 % de sérum de veau feetal (SVF),
0.4 % d’Endothelial Cell Growth Supplement (ECGS), 0.1 ng/ml d’Epidermal Growth Factor (EGF),
1 ng/ml de Basic Fibroblast Growth Factor (BFGF), 90 ug/ml d’héparine et 1 pg/ml
d’hydrocortisone. Ce milieu de culture est utilisé pour I'entretien, I'ensemencement et

I"amplification des cellules endothéliales d’artéres pulmonaires humaines (HPAEC).

Le milieu blanc complet (MBC) contient de 'ECGM (Endothelial Cell Growth Medium) sans rouge
de phénol complémenté avec du SupplementMix (PromoCell®) selon les recommandations du
fournisseur. Ce milieu de culture est utilisé pour I'intoxication et les différentes expérimentations

sur les HPAEC.

Le milieu ERDF (ERDF-M) contient de I'ERDF (Kyokuto Pharmaceuticals®, Japon) complémenté
avec 1 % d’antibiotiques (Pénicilline/Streptomycine, 1 000 Ul / 100 000 Ul, Sigma-Aldriech®,
Etats-Unis), du bicarbonate de sodium NaHCO3 (1130 mg/L), du Supplement RD-1 ERDF (Kyokuto
Pharmaceuticals®, Japon) et 5 % de sérum de veau foetal (SVF, Eurobio®, France) reconstitué selon
les recommandations du fournisseur. Ce milieu de culture est utilisé pour I'entretien,

I’ensemencement et I'amplification des hépatocytes d’anguille du Japon (HEPA-E1).

Le milieu Leibovitz L-15 (L15M) (Fischer Scientific®, France) sans rouge de phénol est
complémenté par 1 % d’antibiotiques (Pénicilline/Streptomycine, 1 000 Ul / 100 000 Ul, Sigma-
Aldriech®, Etats-Unis), 5 % de SVF (Eurobio®, France) et 3 % de Supplement GlutaMAX (Fischer
Scientific®, France). Ce milieu de culture est utilisé pour l'intoxication et les différentes

expérimentations sur les HEPA-E1.

Les antioxydants, tels que la polyéthylene glycol-superoxyde dismutase (PEG-SOD) et la
polyéthylene glycol-catalase (PEG-CAT), sont utilisés pour détoxiquer les ERO formés dans le

cytoplasme. La SOD et la CAT sont couplées a du PEG afin d’avoir la propriété de pénétrer dans le
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cytoplasme de la cellule. Les cellules sont prétraitées, pendant 1 h, avec la PEG-SOD (300 U/ml)

et la PEG-CAT (600 U/ml) avant d’étre exposées aux particules pendant 4 h ou 24 h.

Un chélateur de calcium extracellulaire, 'EGTA (acide egtazique), est utilisé afin d’observer
I'impact du calcium extracellulaire sur le calcium intracellulaire. Les cellules sont prétraitées,

pendant 1 h, avec 'EGTA (5 mM) avant d’étre exposées aux particules pendant 4 h.

Les solutions physiologiques utilisées :

Tableau 2 : Composition du Mac/Krebs, pH ajusté a 7.4 avec du NaOH puis filtré (0.2 um)

Mac / Krebs Concentrations (mM)
Chlorure de sodium (NacCl) 130
Chlorure de potassium (KCl) 5.6
HEPES 8
D-Glucose 11
Magnésium 1
Calcium 2

Tableau 3 : Composition du Krebs-HEPES bicarbonate (KHB), pH ajusté a 7.4 a I'aide de NaOH et filtré (0.2 um)

Krebs-HEPES Buffer Concentrations (mM)
Chlorure de sodium (NacCl) 118.4

Chlorure de potassium (KCl) 4.7

Sulfate de magnésium (MgS0O,) 1.2
Bicarbonate de sodium (NaHCO;) 4

Phosphate de potassium monobasique (KH,PO,) 1.2
Chlorure de calcium (CacCl,) 2

HEPES 10
D-Glucose 6
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Les sondes utilisées en microscopie confocale pour la détection des organelles de la cellule :

Tableau 4 : Détection des organites de la cellule par sonde fluorescente

Organites Sondes fluorescentes Conce,ntratlons (longueurs
d’onde en em/ex)
Mitochondries Mitotracker 1 uM (488/515 nm)
Noyau Hoeschst 33342 2 uM (408/450 nm)

2. Les différentes particules et sels de nickel utilisés

2.1.Les nanoparticules d’oxyde de nickel (NPs de NiO)
Les NPs de NiO sont commercialisées par Sigma-Aldrich® et possédent les caractéristiques
suivantes : pureté 99.8 %, répartition granulométrique < 50 nm (Microscopie Electronique a
Transmission, MET), densité 6.67 g/mL a 25 °C. La caractérisation des NPs de NiO (9.5 ug/mL) dans
les milieux de culture MBC et L15M a été réalisée a I'Institut de la chimie de la matiére condensée
de Bordeaux (ICMCB) par la technique de la diffusion dynamique de la lumiére (DLS) a I'aide d’un
granulomeétre Vasco (Cordouan®). Pour obtenir une suspension particulaire a 2 mg/mL, les NPs
sont pesées directement dans des tubes en verre étant donné qu’elles sont fortement
électrostatiques, puis elles sont mises en suspension dans du MBC ou du L15M. La suspension
particulaire est conservée a 4°C. Afin d’éviter I'agrégation des NPs, la solution meére est soniquée
avec une sonde a induction, trois fois, pendant 30 sec, a 130 W, 56-60 Hz, a 'aide d’un sonicateur

(VibraCell® 75186). Entre chaque cycle de sonication, la solution mére est vortexée 30 sec.

2.2. Les sels de nickel, NiCl,
Une solution meére de NiCl, est préparée a 2 mg/mL grace a I'utilisation d’une ampoule Titrisol
(Merck) contenant 1 g de NiCl,, diluée dans 500 mL d’eau ultrapure et acidifiée a 1 % a I'aide
d’HNOs. Cette solution est ensuite utilisée diluée dans du L15M aux concentrations attendues

pour chaque expérimentation (0.5 — 80 pg/mL).
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2.3. Les particules de latérites

Les latérites K4 et RT1 ont été prélevées en 2013, respectivement dans I’enceinte du site minier
Koniambo-Nickel SAS (KNS-SAS) au Mont Koniambo et au bord de la riviére Taléa aval prés du
décanteur de KNS-SAS, dans le Nord de la Nouvelle-Calédonie. Les échantillons présentent une
teneur en Ni d’environ respectivement 7 % et 5 % (tableau 1). Les latérites sont broyées sur place
pour obtenir des particules de taille de I'ordre de 10 um (PM1p), puis une seconde étape de
broyage a été réalisée a I'Université de Bordeaux. Cette derniére étape de broyage a permis
d’obtenir des particules de taille de I'ordre de celle de PM;s. Elle est réalisée au Laboratoire de
Technologie Pharmaceutique Industrielle de Bordeaux (LTPIB) a I'aide d’'un broyeur a galet
(Fritsch pulverisette 7®) avec 5 cycles de 60 secondes a 8 rpm. La caractérisation des latérites est
ensuite réalisée a I'lCMCB par la technique de DLS a I'aide d’un granulométre VASCO (Cordouan®).
Pour obtenir une suspension particulaire a 2 mg/mL, les latérites sont pesées directement dans
des tubes en verre, puis sont mises en suspension dans du MBC. La suspension particulaire est
conservée a 4°C. Afin d’éviter I'agrégation des latérites, la solution mere est soniquée avec une
sonde a induction, trois fois, pendant 30 sec, a 130 W, 56-60 Hz, a I'aide d’un sonicateur
(VibraCell® 75186). Entre chaque cycle de sonication, la solution mere est vortexée 30 sec. Seules

les HPAEC ont été exposées avec les latérites.

3. La culture cellulaire

3.1. Cellules endothéliales d’arteres pulmonaires humaines, HPAEC

Nos études ont porté sur des cellules endothéliales d’artéres pulmonaires humaines étant donné,
d’une part, le role important de ces cellules dans la physiologie vasculaire, et, d’autre part,
gu’elles constituent une cible privilégiée des particules inhalées. Les cellules endothéliales
d’artéres pulmonaires humaines, Human Pulmonary Artery Endothelial Cells (HPAEC),
commercialisées par PromoCell ®, sont isolées a partir de I'artére pulmonaire principale de
plusieurs patients Caucasiens agés de 34, 56 et 68 ans ayant subi une exérése pulmonaire (figure
38), respectivement lots 4337034.1 ; 4587016.12 et 4517031.14. Les cellules sont cultivées dans
du MRC, en monocouche, dans des flasques de culture de 25 cm? (Falcon®), a une densité de
20 000 cellules/cm?. Elles sont incubées a 37 °C, en atmosphére humide contrdlée a 5 % de CO; a
pH = 7.4. Le milieu est changé tous les deux jours. Lorsque les cellules atteignent 80 % de

confluence, elles sont repiquées selon les recommandations du fournisseur, a I'aide du DetachKit
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(PromoCell ®) contenant de I"HEPES-BSS, de la Trypsine/EDTA et un inhibiteur de trypsine (TNS).
Les cellules sont ensuite centrifugées, 5 min a 4 °C et 3 000 g et le culot cellulaire est remis en
suspension dans 2 mL de MRC. La concentration cellulaire est déterminée par comptage a |'aide
d’une cellule de Neubauer en présence d’un colorant d’exclusion, le bleu de Trypan. En fonction
de I'expérimentation les cellules sont ensemencées dans des plaques 12, 24 ou 96 puits, a une
densité de 20 000 a 50 000 cellules/cm?. Les cellules sont utilisées entre les passages 2 et 8.
Toutes les expérimentations avec les cellules sont effectuées en environnement stérile, sous

hotte a flux laminaire dans un laboratoire de type 2.

Figure 38 : Cellules HPAEC en culture observées au microscope a contraste de phase (x 600)

Les cellules HPAEC sont également cultivées dans des chambres étirables en silicone grace au
systeme d’étirement STREX® ST-140-10 commercialisé par B-bridge International (figure 39). Ce
systeme permet ainsi d’étirer les HPAEC en les soumettant a des étirements unis axiaux avec une
fréquence de 1 Hz. Les cellules sont ensuite placées en environnement hypoxique dans un
incubateur a 1 % d’0,. Ces conditions de culture in vitro permettent de reproduire les contraintes
physiques que peuvent subir in vivo les cellules présentes dans la paroi vasculaire, en mimant la
dynamique et I'’environnement vasculaires observés lors de I’'HTP. Les HPAEC cultivées selon ces
conditions expérimentales (condition pathologique: étirement + hypoxie) sont ou non
intoxiquées avec des NPs de NiO. Des cellules sont également cultivées en conditions
physiologiques (non étirées et en normoxie, 21 % d’0O;) dans des chambres en silicone en paralléle

des cellules cultivées en conditions pathologiques.

133



Figure 39 : Appareil STRETX® permettant de mimer in vitro la dynamique vasculaire des HPAEC lors de I'HTP

3.2.Hépatocytes d’Anguilles du Japon, Anguilla japonica, Hepa-E1
Etant donné le role essentiel du foie chez les anguilles, nos études ont porté sur des hépatocytes
d’anguilles du Japon, Anguilla japonica, seule lignée d’hépatocytes d’anguilles existante a ce jour
(Hepatocytes of eel-1, HEPA-E1,). Les cellules HEPA-E1, commercialisées par Riken BRC Cell Bank®
(Japon), sont isolées a partir du foie d’anguilles (figure 40). Les cellules sont cultivées dans du
ERDF-M, en monocouche, dans des flasques de culture de 75 cm? (Falcon®), a une densité de
20 000 cellules/cm?. Elles sont incubées a 28 °C, en atmosphére humide contrdlée sans CO2 a pH
=7.4. Le milieu est changé tous les trois jours. Lorsque les cellules atteignent 80 % de confluence,
elles sont repiquées selon les recommandations du fournisseur. Le tapis cellulaire est, dans un
premier temps, rincé, a I'aide de PBS, puis les cellules sont dissociées a I'aide de Trypsine/EDTA.
L’action de la trypsine est ensuite inhibée avec du ERDF-M. Les cellules sont ensuite centrifugées,
5 min a4 °Cet 3000 g et le culot cellulaire est remis en suspension dans 2 mL de ERDF-M. La
concentration cellulaire est déterminée par comptage a I'aide d’une cellule de Neubauer en
présence de bleu de Trypan. En fonction des expérimentations, les cellules sont ensemencées
dans des plaques 12, 24 ou 96 puits, a une densité de 20 000 a 50 000 cellules/cm?. Toutes les
expérimentations avec les cellules sont effectuées en environnement stérile, sous hotte a flux

laminaire dans un laboratoire de type 1.
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Figure 40 : Cellules HEPA-E1 en culture observées au microscope a contraste de phase 1 (X 600)

4. Démarches expérimentales pour les expérimentations in vitro

Différentes expérimentations ont été réalisées sur les cellules in vitro, afin de déterminer le
mécanisme d’action toxique des NPs de NiO, des sels de nickel NiCl; et des latérites (tableau 5).

Afin d’éviter I'agrégation des NPs, les suspensions particulaires sont soniquées, dans un bain a
ultra-son (3 min a 230 V et 50 Hz, modeéle usc100t) et vortexées 3 fois avant d’étre diluées, aux
concentrations nécessaires, dans du MBC ou du L15M en fonction du type cellulaire. Les cellules
sont, dans un premier temps, ensemencées a une densité appropriée dans des plaques 12, 24 ou
96 puits, pendant 24 a 48 h, puis intoxiquées, pendant 4 ou 24 h, avec différentes concentrations
de NPs de NiO, NiCl; ou latérites. Ces temps sont choisis aprés la réalisation d’études cinétiques.
En effet, la viabilité cellulaire est observée aprés 24 h d’exposition mais les expérimentations sur
le stress oxydant, la signalisation calcique et la fonction mitochondriale sont observées aprés 4 h
d’exposition étant donné que c’est a ce temps-la qu’est observée la plus forte production
d’especes réactives de I'oxygene (ERO). L'inflammation n’est déclenchée de maniére significative
gu’apres 24 h d’intoxication, de méme que les activités de la SOD et les expressions des génes.
Ces différentes expérimentations sont répertoriées dans le tableau 5 et seront détaillées dans la

partie 2 Méthodes.
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Tableau 5 : Expérimentation réalisées sur les cellules HPAEC et HEPA-E1

Cellules Temps
Expérimentations Objectifs
utilisées | d’exposition
o HPAEC
MET Internalisation 4h
HEPA-E1
Viabilité cellulaire et détermination des HPAEC
WST-1 e - 24 h
concentrations a utiliser (< 30 % de mortalité) | HEPA-E1
Sonde HPAEC
Stress oxydant, dosage des ERO globales 4h
CMH,-DCF-DA HEPA-E1
Résonnance )
L Stress oxydant, dosage de I'anion superoxyde | HPAEC 4h
paramagnétique .
) ) cytoplasmique HEPA-E1
électronique, RPE
Stress oxydant, dosage de I’anion superoxyde | HPAEC
Sonde MitoSOX Y sage e b perexy 4h
mitochondrial HEPA-E1
s HPAEC
Activité de la SOD Stress oxydant 24 h
HEPA-E1
Annexin V / P Apoptose HPAEC 24 h
Production de
Apoptose HEPA-E1 24 h
caspase 9
. L HPAEC
ELISA IL-6 Inflammation, dosage des IL-6 sécrétées 24 h
HEPA-E1
sondes Fluod- Calci toplasmi itochondriale et | HPAEC
alcium cytoplasmique, mitochondriale e
AM, Rhod-2 et yop ) ,q _ 4het24h
réticulaire HEPA-E1
Fluo-4FF
sondes Dysfonction mitochondrial t HPAEC
sfonction mitochondriale, masse e
MitoTracker et v _ ) _ 4het24h
potentiel de membrane mitochondrial HEPA-E1
TMRM
Dosages nitrites . L. , 24 h
. Stress oxydant, espéces réactives de |'azote HPAEC 4
et nitrates
Sonde DAFFM Biodisponibilité du NO HPAEC | 4het24h
ELISA ET-1 Marqueur d’HTP, dosage de I'ET-1 sécrété HPAEC 24 h
Expressions des genes impliqués dans HPAEC
RT-qPCR . . e 24 h
diverses fonctions HEPA-E1
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5. Anguilles du Pacifique, Anguilla marmorata

Dans le but d’étudier in situ I'impact de la contamination aux métaux liée a 'activité miniéere sur
la morphologie et I'expression génique des anguilles du Pacifique Anguilla marmorata, des
échantillonnages ont été réalisés en Nouvelle-Calédonie par péche électrique grace au bureau
d’études Bioeko qui possede tous les agréments locaux pour assurer ces prélevements. Plusieurs
sites d’échantillonnage sont choisis prés du mont Koniambo a Koné, le long d’une riviere sur
substrat ultramafique et sous influence miniere (mine de KNS, riviere Taléa), et au niveau d’une
riviere considérée comme référence, loin des mines et sur sol volcano-sédimentaire (riviere Tivoli)
(figure 41). Les poissons ont été péchés en juillet 2021 sur quatre sites différents : Taléa gauche,
directement sous influence de la mine, Taléa droite non directement impactée par la mine, Taléa

aval apres la confluence de Taléa gauche et droite, et dans la riviere Tivoli (figure 42).

Koniambo Pilot Site

T

Google Earth

Figure 41 : Sites de préléevements des poissons : Taléa gauche : 164°46’17.7938" E, 20°59°20.1088" S. Taléa droite :
164°44’58.0870" E, 20°59°'7.6787" S. Taléa aval : 164°44’3.1816" E, 20°59'54.6432" S. Tivoli : 164°52’'8.5285" E,
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Figure 42 : Péche des poissons par péche électrique sur les cours d'eau, ici sur la Taléa aval, Nouvelle-Calédonie, juillet 2021

Quatre a six anguilles par site ont été péchées (tableau 6). A I'issue de la péche, les poissons sont
mesurés, pesés puis disséqués sur place. Aprés avoir noté les différents parametres
morphométriques de I'anguille (longueur totale, poids total, poids du foie, poids de la rate), les
anguilles sont euthanasiées par section de la moelle épiniére sans anesthésiant chimique afin

d’éviter des biais méthodologiques dans I'étude de I'expression des génes (Renault et al., 2011).

Tableau 6 : Nombre d'individus par site de prélevement

Espéce Taléa gauche Taléa droite Taléa aval Tivoli
Anguilla
g 4 5 6 5
marmorata

Partie 2 : Méthodes

1. Caractérisation des NPs de NiO

1.1.Distribution hydrodynamique de la taille
La distribution hydrodynamique de la taille des NPs de NiO dispersées, a une concentration de
9,5 ug/ ml soit 5 ug / cm?) dans le milieu de culture des cellules endothéliales et des hépatocytes
(MBC et L15M respectivement) a été réalisée a I'Institut de la chimie de la matiére condensée de
Bordeaux (ICMCB), par diffusion dynamique de la lumiéere (DLS), en utilisant un analyseur de taille
de particules VASCO de Cordouan Technologies®. Les deux échantillons ont été soniqués dans un
bain a ultrasons pendant 5 minutes. Ensuite, un volume de 800 uL de la dispersion de particules
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a été déposé sur la cellule de mesure. L'intensité de la diode laser de 658 nm a été ajustée et
I'échantillon a été refroidi passant de 127 ° C a 20 ° C. La valeur de l'indice de réfraction (1.331),
de la viscosité du solvant (0.888 cP) et de I'indice de réfraction des NPs de NiO sont saisies dans
le logiciel 129NanoQ qui contrdle ensuite la mesure ultérieure. Un signal en temps réel est mesuré
; 130 acquisitions sont réalisées toutes les 30 sec si le bruit du signal ne dépasse pas 1,06 % et 8
acquisitions sont réalisées pendant 16 min. Afin d'améliorer la résolution des distributions de
tailles multimodales, les données de distribution de taille ont été analysées a l'aide d'un
algorithme d'auto-apprentissage probabiliste, appelé Sparse Bayesian Learning (SBL) adapté aux
suspensions de particules trés poly-dispersées.

La charge de surface et le potentiel Zeta (3) ont été mesurés a l'aide d’un laser Doppler a
électrophorese et d’un analyseur de potentiel 3 de Cordouan Technologies®. Les NPs de NiO ont
été dispersées a 0.2 g/L dans du KNO3 a 1 mM. La valeur du pH de la dispersion a été ajustée avec
du HNOs a 10 % ou de NaOH a 1 M. Six mesures ont été effectuées pour chaque valeur de pH.
Puis, afin de vérifier I'influence des protéines sériques et des autres composants des milieux de
culture (MBC ou L15M) qui peuvent s’adsorber sur les NPs, les NPs de NiO sont incubées 5 min a
une concentration de 0.2 mg/mL dans le milieu de culture, puis le milieu de culture est centrifugé

et les NPs sont dispersés dans 1mM de tampon HEPES ajusté a pH 7.4.

1.2.Internalisation des NPs de NiO

Les cellules sont ensemencées dans des chambres en verre type Lab-Tek (8 puits, Dutscher,
France) préalablement coatées avec de la fibronectine, a une densité de 20 000 cellules/cm? et
cultivées pendant 24 h, a37 °C, 5 % de COz pour les HPAEC et a 28°Cpour les HEPA-E1. Les cellules
sont ensuite exposées ou non avec les NPs de NiO ou les latérites a 5 ou 10 pg/cm? pendant 4 h.
Puis, les cellules sont rincées avec du milieu blanc sans sérum et fixées, pendant 1 h a température
ambiante (TA), avec du paraformaldéhyde (1.6 %, v/v) et du glutaraldéhyde (2 %, v/v) dans une
solution tampon de cacodylate (0.08 M), pH = 7.4. Les cellules sont ensuite post-fixées, pendant
2 hsurla glace et a I'obscurité, dans un mélange contenant du tétroxyde d’osmium (1 %, v/v), du
ferricyanide de potassium KsFe(CN)s (1 %, p/v) dilués dans un tampon cacodylate (0.1 M). Les
échantillons sont rincés avec de I’eau et colorés dans une solution aqueuse d’acétate uranyle (0.5
%, p/v), pendant 30 min, a TA et a I'obscurité. Puis, les cellules sont rincées et déshydratées a
travers un gradient d’éthanol et incorporées dans un mélange d’éthanol pur et de la résine époxy
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50/50 (v/v) (Epon 812 ; Delta Microscopie, Toulouse, France), pendant 2 h, puis dans une résine
pure toute la nuit a TA. La polymérisation de la résine est réalisée, pendant 24 a 48 h, a 60 °C. Les
échantillons sont ensuite coupés a I'aide d’un couteau a diamant (Diatome, Biel-Bienne, Suisse)
avec un ultramicrotome (EM UCT, Leica Microsystems, Vienne, Autriche). Des coupes ultrafines
(65 nm) sont récupérées sur des grilles en cuivre et colorées avec I'uranyless (Delta Microscopie,
Toulouse, France) et du citrate de plomb. Les grilles sont ensuite observées avec un MET (H7650,
Hitachi, Tokyo, Japon) a 80 kV (Deweirdt et al., 2017). Les traitements des cellules et I'analyse en

MET sont réalisés au BIC (Bordeaux Imaging Center).

2. Evaluation du stress oxydant acellulaire des NPs de NiO

La production d’ERO en condition acellulaire est évaluée dans les milieux MBC et L15M par
spectrofluorimétrie, en utilisant la sonde H,DCF-DA (dichlorodihydrofluoresceine diacétate,
acétyl ester, Fisher Scientific®). La H.DCF-DA, non fluorescente, est oxydée par les ERO en un
dérivé fluorescent, le DCF (2',7'-dichlorofluoresceine), qui peut facilement étre quantifié par
fluorimétrie. L’excitation de la molécule DCF a 485 nm émet une fluorescence verte directement
proportionnelle a la quantité d’ERO présente, qui peut étre détectée a 520 nm par un lecteur de
microplaques a fluorescence (Chen et al., 2010).

Les expérimentations sont réalisées en prenant soin d’exposer le moins possible la sonde a la
lumiére. Afin d’évaluer la production intrinseque d’ERO des NPs de NiQ, la suspension particulaire
est diluée dans de I'eau pour obtenir des concentrations de 0 a 50 pg/mL, puis déposées dans
une plaque 96 puits. La sonde H,DCFDA est solubilisée dans de I'éthanol absolu (DCFH,-DA a 0.33
mM), puis ajoutée a une solution de NaOH a 10 mM permettant de cliver le groupement
diacétate. La solution est activée pendant 30 min a TA et a I'obscurité avant d’étre neutralisée
par du PBS 10X. La solution obtenue est utilisée extemporanément, en prenant soin de ne pas
I’exposer a la lumiere. La sonde H,DCF activée est ensuite incorporée (concentration finale : 16.5
uM) dans les puits contenant les particules (volume final : 250 pl/puits). Une gamme étalon
d’H20;, diluée dans un tampon Tris-HCl (40 mM, ajusté au pH 7.4), de 1 a 150 uM, est également
préparée et incorporée avec la sonde Ho,DFC (16.5 uM) et du sulfate ferreux FeSO4 (50 uM). Enfin,
la plaque est mise a incuber 60 min a 37 °C et 5 % CO,. L'intensité de fluorescence est déterminée,
par spectrofluorimétrie, grace a un lecteur de plaques (FLUOstar Omega 2.10 et le logiciel

d’analyse MARS Data Analysis Software 2.30 R3 (BMG Labtech®), a une longueur d’onde
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d’excitation de 485 nm et d’émission de 520 nm, a 13 cycles de 600 sec a 37 °C. Les résultats sont

analysés sur Excel et GraphPad.

3. Dosage du nickel dissous dans les milieux de culture des cellules

Le nickel dissous potentiellement libéré des NPs de NiO dans le MBC et le L15M a été déterminé.
Des échantillons sont prélevés aprés 4 h d’incubation des NPs de NiO dans les deux milieux a trois
concentrations différentes (0,87 ; 4,37 et 8,75 pug/mL) en triplicats (n=3). Un volume de 2mL
d’échantillon est placé dans un tube équipé d’un filtre centrifuge Amicon Ultra, Ultracel 3K,
cellulose régénérée, 3 000 NMWL (Merck® Millipore). Les échantillons sont centrifugés a 7 500 g
pendant 30 min. Les filtrats sont récupérés puis acidifiés par du HNO3 a 10 % avant analyse par

un spectrometre d'émission optique a plasma a couplage inductif (700 Series ICP-OES, Agilent).

4. Dosage des protéines

Pour certaines expérimentations, les résultats obtenus sont rapportés a la quantité de protéines
présente dans nos échantillons. Le dosage des protéines est réalisé grace au test de Lowry avec
le kit Biorad® DC Protein assay reagent package, selon les recommandations du fournisseur. Cette
technique est basée sur la réaction des protéines contenues dans les échantillons avec une

solution alcaline de cuivre. La chélation des ions Cu®* par les protéines entraine leur réduction en

ions Cut. Les échantillons sont ensuite mis en présence du réactif de Folin en milieu acide. Ce

dernier est réduit en dérivés colorés bleus en présence de différents acides aminés constitutifs

des protéines et des ions Cu*. Une gamme étalon est réalisée a partir d’albumine de sérum bovin
(BSA) de 0 a 2 mg/ml. L’absorbance est mesurée par spectrophotométrie a 750 nm, a l'aide d’un
lecteur de plagues SPECTROstarNano 2.10 et du logiciel MARS Data Analysis Software 2.41 (BMG
Labtech®).

5. Evaluation de la cytotoxicité

La cytotoxicité des NPs de NiO est évaluée par le test WST-1 (Water Soluble Tetrazolium), basé
sur le clivage des sels de tétrazolium WST-1 (4-[3-(4-lodophényl)-2-(4-nitrophényl)-2H-5-

tétrazolio]-1,3-benzene disulfonate) incolore, en un dérivé formazan, soluble de couleur jaune,
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par les succinates déshydrogénases mitochondriales des cellules vivantes (Kit de dosage Cell
Proliferation Reagent WST-1, Roche®) (Mosmann, 1983).

Les cellules sont tout d’abord ensemencées dans des plaques 96 puits a une densité de 20 000
cellules/cm? et cultivées, pendant 24 h, a 37 °C, 5 % de CO; pour les HPAEC et a 28°C pour les
HEPA-E1. Puis les cellules sont intoxiquées avec différentes concentrations de NPs de NiO (1 a 150
ug/cm?) selon le protocole décrit dans la Partie 1, paragraphe 4. L'expérimentation est reproduite
4 fois (n = 4) avec 8 puits par conditions. Apres 24 h d’exposition, le milieu est retiré et les cellules
sont rincées deux fois avec du MBC ou du L15M. Elles sont ensuite incubées, 3 h a 37 °C, 5 % de
CO; avec du MBC ou du L15M contenant 10 % de WST-1 (Deweirdt et al., 2017). L’absorbance est
mesurée directement par spectrophotométrie a 450 nm corrigée a 630 nm, a I'aide d’un lecteur
de plagues SPECTROstarNano 2.10 et du logiciel MARS Data Analysis Software (BMG Labtech®).

Les résultats sont analysés sur Excel et GraphPad.

6. Evaluation de I'apoptose

Les tests pour évaluer I'apoptose different en fonction du type cellulaire, en effet I’Annexin / IP
n’a pu étre réalisé sur les HEPA-E1 en raison d’un défaut de marquage de la sonde sur les
hépatocytes. La production de la caspase 9 a alors été choisie pour évaluer I'apoptose sur les

HEPA-E1.

6.1.Annexin V / lodure du propidium dans les cellules HPAEC

Le kit Annexin V Apoptosis Detection APC (Fischer Scientifique, lllkirch, France) est utilisé pour
détecter le nombre de cellules apoptotiques et nécrotiques dans les cultures de cellules HPAEC
apres exposition avec les NPs de NiO. Dans ce kit, I’Annexin V est couplée a I'allophycocyanine
(APC).

Les cellules HPAEC sont ensemencées dans des plaques 12 puits a une densité de 50 000
cellules/cm? et cultivées, pendant 24 h, a 37 °C, 5 % de CO.. Puis les cellules sont intoxiquées avec
différentes concentrations de NPs de NiO (0.5 a 10 pg/cm?) selon le protocole décrit dans la Partie
1, paragraphe 4. L’expérimentation est reproduite 3 fois (n = 3) avec 3 puits par condition. Apres
24 h d’exposition, le milieu est retiré et gardé, le tapis cellulaire rincé puis les cellules sont
dissociées avec le DetachKit (PromoCell ®). L'ensemble ensuite est centrifugé 5 min a 4 °C et 3 000

g, puis le culot est rincé deux fois avec du PBS 1 X. Enfin, les culots sont resuspendus dans 100 pl
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de solution tampon (fournie par le kit), 5 pl d’Annexin V-APC et 5 pl d’iodure de propidium dans
des tubes FACS. L’échantillon est agité puis incubé a TA, dans le noir, pendant 15 min. 100 ul de
solution tampon sont rajoutés puis I'analyse au cytometre est faite dans I’heure qui suit. Les

résultats sont analysés sur Diva puis GraphPad.

6.2.Production de la caspase 9 dans les cellules HEPA-E1

La production de la caspase 9, marqueur de la voie de I'apoptose intrinséque dans les cellules, est
déterminée grace a la sonde fluorescente caspase 9 (Green caspase 9 indicator,
ImmunoChemistry Technologies®) dans les cultures de cellules d’"HEPA-E1. Ce test in vitro utilise
la sonde inhibitrice fluorescente FAM-LEHD-FMK pour marquer I'enzyme de la caspase-9 active
dans les cellules vivantes. La fluorescence de la sonde est mesurée au microscope confocal. Une
fois excitée a 488 nm, la sonde émet une fluorescence a 515 nm dont lintensité est
proportionnelle a I'activité de la caspase 9 donc a la quantité de caspase 9 active dans les cellules.
Les cellules sont ensemencées dans des plaques 96 puits a une densité de 20 000 cellules/cm? et
cultivées, pendant 72 h, a 28 °C. Avant I'exposition les cellules sont rincées avec du L15M. Les
cellules sont ensuite intoxiquées, pendant 24 h avec différentes concentrations de NPs de NiO
(0.5 a 5 pg/cm?) selon le protocole décrit dans la Partie 1, paragraphe 4. L’expérimentation est
reproduite 3 fois (n = 3) avec 6 puits par concentration. Apres l'intoxication avec les différentes
concentrations de NPs de NiO, les cellules sont rincées avec une solution physiologique MAC-
Krebs (composition décrite en 1). Les cellules sont ensuite incubées, pendant 30 min., dans une
étuve a 28 °C a I'abri de la lumiere, avec la sonde Caspase 9 (150X) diluée dans du MAC-Krebs. Les
puits sont vidés puis rincés avec 100 uL de MAC-Krebs par puits, puis 100 pL de la solution MAC-
Krebs sont ajoutés dans chaque puits. Les plaques sont analysées a I'aide d’un microscope
confocal (TE2000 couplé a une station confocale Eclipse, Nikon) et observées au grossissement X
200, avec de I’huile aimmersion. Les cellules sont stimulées a 488 nm et I'émission est enregistrée
a 515 nm a raison de 3 images par puits. L'analyse est ensuite réalisée a I'aide d’un logiciel NIS-

Elements AR 3.0 et Microsoft Office Excel 2007.
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7. Evaluation du stress oxydant cellulaire

7.1. Evaluation des ERO globale par la sonde CM-H,DCF-DA
Les différentes ERO produites dans les HPAEC ont été quantifiées, par spectrofluorimétrie, en
utilisant la sonde CM-H,DCF-DA (5-(and-6)-chloromethyl-2’,7'-dichlorodihydrofluoresceine
diacétate, acétyl ester), Fisher Scientific®). La CM-H,DCF-DA, non fluorescente a I'état acétylé et
réduit, est clivée au niveau des groupements acétylés en 2’ et 7’ par des estérases pour donner
la H,DCF non fluorescente. La molécule est ensuite oxydée par les ERO en un dérivé fluorescent,
le DCF, qui peut facilement étre quantifié par fluorimétrie. L’excitation de la molécule DCF a 485
nm émet une fluorescence verte proportionnelle a la quantité d’ERO présente, qui peut étre
détectée a 520 nm par un lecteur de microplaques a fluorescence (figure 43). Ainsi, I'intensité de
fluorescence est directement proportionnelle a la quantité d’ERO formées dans la cellule (Chen

et al.,, 2010).

Figure 43 : Mécanisme d’action de la sonde CM-H,DCF-DA

Les expérimentations sont réalisées en prenant soin d’exposer le moins possible la sonde et les
cellules a la lumiére. Les cellules sont ensemencées dans des plaques 24 puits a une densité de
50 000 cellules/cm? et cultivées, pendant 48 h, a 37 °C, 5 % de CO; pour les HPAEC ou a 28°C pour
les HEPA-E1. Avant I'exposition, les cellules sont rincées avec une solution de milieu blanc sans
sérum (MBSS). Les cellules sont ensuite incubées, pendant 20 min. a 37 °C, 5 % de CO, avec la
sonde (20 uM) solubilisée dans du MBSS. Aprés avoir retiré la sonde non incorporée, le tapis

cellulaire est rincé deux fois avec du MBC ou du L15M et les cellules sont intoxiquées avec
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différentes concentrations de NPs de NiO (0.25 a 5 pg/cm?) selon le protocole décrit dans la Partie
1, paragraphe 4. L'expérimentation est reproduite 5 fois (n = 5) avec 3 puits par condition. Un
controle positif est réalisé en exposant les cellules avec une solution de peroxyde d’hydrogene
(H202) a 1 mM. Apres 2 a 24 h d’exposition, I'intensité de fluorescence est déterminée, par
spectrofluorimétrie, grace a un lecteur de plaques (FLUOstar Omega 2.10 et le logiciel d’analyse
MARS Data Analysis Software 2.30 R3 (BMG Labtech®), a une longueur d’onde d’excitation de 485

nm et d’émission de 520 nm. Les résultats sont analysés par Excel et GraphPad.

7.2.Dosage de I’'anion superoxyde cytoplasmique par résonnance paramagnétique

électronique
La résonance paramagnétique électronique (RPE) est une méthode de spectroscopie sous champ
magnétique qui permet de connaitre la qualité et la quantité des espéces magnétiques d’un
échantillon. C’'est une technique sensible et spécifique qui permet une détection directe de toute
espéce paramagnétique, caractérisée par la présence d’un électron non apparié sur la couche de
valence. Cette technique permet ainsi de mesurer des radicaux libres (OH’, O;7). Les électrons
d’un atome sont en rotation autour d’un noyau atomique mais également en rotation sur eux-
mémes, c’est la notion de « spin ». Le « spin » permet la mise en place d’'un champ magnétique
ou les électrons se comportent comme des petits aimants. Lorsque les électrons d’une molécule
s’apparient, les champs magnétiques associés s’annulent, en revanche, si le nombre d’électrons
est impair, il y a un électron non apparié. Les radicaux se comportent a leur tour comme des petits
aimants. Le principe de base de la RPE repose sur la propriété des électrons non appariés, lorsque
qu'ils sont placés dans un champ magnétique extérieur intense BO, a absorber puis réémettre

I'énergie d'un rayonnement électromagnétique hv perpendiculaire a BO et d’amplitude plus

faible. Les espéces radicalaires (OH', Oz") ont une demi-vie trop courte pour pouvoir étre
détectées directement, nécessitant donc une stabilisation préalable. L’utilisation de « spin probe

» tel que le CMH (1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethyl-pyrrolidine) permet de

former, en présence d’0; -, un radical nitroxyde (CM*®) stable avec une demi-vie de plusieurs

heures, qui peut étre facilement détecté par spectroscopie RPE. Cette sonde a la propriété d’étre
liposoluble, ce qui permet de mesurer 'O, - extra et intracellulaire. Le spectre d’absorption

obtenu (forme, position, ...) est caractéristique de I’élément magnétique dosé. Pour '0;-, le

145



radical nitroxyde CM*® entre en résonnance lorsque BO a une intensité aux alentours de 335 mT.

L'amplitude de la variation d'absorption correspond a la quantité d’0, - générée (Deschacht et
al., 2010). Les échantillons sont mis en présence d’un mélange « spin probe » qui contient la sonde
CMH en exces afin de piéger I’O,, ainsi que du diéthyldithiocarbamate de sodium (DETC) et de la
déféroxamine (DF) (deux antioxydants) afin que la sonde CMH soit oxydée uniquement par I’O;".
La DF, en tant que chélateur du fer, inhibe I'auto-oxydation de la sonde CMH catalysée par les
traces de métaux de transition présentes dans I’échantillon. Le DETC, un chélateur de cuivre,
empéche I'auto-oxydation de la sonde CMH et en méme temps la dégradation de I'O2" par la SOD

Cu/Zn.

Les cellules sont ensemencées dans des plaques 12 puits a une densité de 50 000 cellules/cm? et
cultivées, pendant 48 h, a 37 °C, 5 % de CO; pour les HPAEC ou a 28°C pour les HEPA-E1. Avant
I’exposition, les cellules sont rincées avec une solution de MBC ou de L51M. Les cellules sont
ensuite intoxiquées avec différentes concentrations de NPs de NiO (0.5 a 5 pg/cm?) selon le
protocole décrit dans la Partie 1, paragraphe 4. L'expérimentation est reproduite 3 fois (n = 3)
avec 3 puits par condition. Aprés avoir retiré les milieux contenant les particules, le tapis cellulaire
est rincé deux fois avec une solution de KHB préalablement bullée a I'azote. Les cellules sont
ensuite incubées 20 min a 37 °C, 5 % de CO; pour les HPAEC ou a 28°C pour les HEPA-E1 avecle
mélange de « spin probe » ( 500 pL par puis) composé de 40 pL de DETC (500 uM, Sigma®), 40 uL
de DF (2,5 mM, Sigma®) et 80 uL de CMH (50 mM, Noxygen®) dans 3840 pL de KHB bullé a I'azote.
Aprés 20 min, les cellules sont grattées, la suspension cellulaire homogénéisée (sans faire de
bulles) et les surnageants sont aspirés dans une seringue. La réaction est arrétée en congelant
immédiatement les seringues dans I'azote liquide (-196 °C). Elles sont ensuite stockées a — 80 °C.
Pour la lecture des échantillons, les seringues sont transportées dans de I'azote liquide. Les
échantillons sont placés dans un Dewar qui est ensuite introduit dans le résonateur (chambre de
lecture). Le logiciel Miniscope est organisé en deux interfaces : « Control 6.51 » et « Analysis 2.02
». La partie « Control 6.51 » est connectée au spectrometre a bande X Miniscope MS200
(Magnettech, Berlin), et il est utilisé pour le réglage des parametres et I'acquisition des spectres.
Les parametres sont les suivants : BO field: 3339,4 G; BO sweep: 293,84 G; Sweep time: 60 sec;
Modulation amplitude: 0,5; Modulation frequency: 100 kHz ; Modulation: 5000 mG ; MW atten :

10 dB ; Samples: 4096 steps, Gain: 100 ; Number (pass): 3. Les spectres sont analysés avec le

146



module « Analysis 2.02 ». L'amplitude de chaque pic est quantifiée, puis la moyenne des 3 pics
des 3 lectures est calculée et reportée dans un tableau Excel. Une fois la lecture au spectromeétre
effectuée les échantillons sont récupérés dans des eppendorfs puis conservés a -20 °C, afin

d’effectuer la normalisation des pics par rapport a la quantité de protéines.

Les spectres de RPE sont analysés avec le module « Analysis 2.02 ». L’amplitude de chaque pic est
guantifiée et reportée dans un tableau Excel. Le dosage des protéines permet de normaliser les
résultats de la moyenne des pics observés en RPE (UA = unité arbitraire). Les analyses des

résultats du test de Lowry sont faites sur Excel et GraphPad. Les résultats sont exprimés en UA/

(mg/ml).
7.3.Dosage de 'anion superoxyde mitochondrial par microscopie confocale

La sonde fluorescente MitoSOX (Red mitochondrial superoxide indicator, ThermoFischer®) est
utilisée pour mesurer la production d’Oz” dans les mitochondries des cellules vivantes.
L’oxydation de la sonde MitoSOX par I'O2" produit une fluorescence rouge (Ahmed et al., 2012,
Bkaily et al., 2017). La fluorescence de la sonde est mesurée au microscope confocal. Une fois
excitée a 510 nm, la sonde émet une fluorescence a 580 nm dont I'intensité est proportionnelle
au taux d’oxydation de la sonde. L’intensité de fluorescence émise est proportionnelle a la

quantité d’O2” mitochondrial.

Les cellules sont ensemencées dans des plaques 96 puits a une densité de 20 000 cellules/cm? et
cultivées pendant 48 h, a 37 °C, 5 % de CO2 pour les HPAEC ou a 28°C pour les HEPA-E1. Avant
I’exposition, les cellules sont rincées avec du MBC ou du L15M. Les cellules sont ensuite
intoxiquées, pendant 4 h avec différentes concentrations de NPs de NiO (0.5 a 5 ug/cm?) selon le
protocole décrit dans la Partie 1, paragraphe 4. L'expérimentation est reproduite 3 fois (n = 3)
avec 6 puits par conditions (Deweirdt et al., 2017). Aprés l'intoxication avec les différentes
concentrations de NPs de NiO, les cellules sont rincées avec une solution physiologique MAC-
Krebs. Les cellules sont ensuite incubées avec la sonde MitoSox (5 uM) diluée dans du MAC-Krebs,
pendant 30 min, dans une étuve a 37 °C, a I'abri de la lumiére. Les puits sont ensuite vidés puis
rincés avec 100 uL de MAC-Krebs par puits puis 100 pL de la solution MAC-Krebs sont ajoutés
dans chaque puits. Les plaques sont analysées a I'aide d’'un microscope confocal (TE2000 couplé

a une station confocale Eclipse, Nikon) et observées au grossissement X 200, avec de I'huile a
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immersion. Les cellules sont stimulées a 488 nm et I’émission est enregistrée a 510 nm a raison
de 3 images par puits. L’analyse est ensuite réalisée a I'aide d’un logiciel NIS-Elements AR 3.0 et
Microsoft Office Excel 2007 et les résultats sont exprimés en pourcentage d’augmentation ou de

diminution de production par rapport aux témoins.

8. Evaluation de I'activité enzymatique de la superoxyde dismutase

La SOD est une enzyme anti-oxydante qui catalyse la dismutation de I'O2;” en peroxyde
d'hydrogene (H20;) et O,. L'activité de la SOD est déterminée par une méthode indirecte, grace
au kit de dosage SOD determination (Sigma-Aldrich®), selon les recommandations du fournisseur.
Le principe de cette méthode est basé sur la réduction du WST-1 en formazan suite a la
transformation de I'O; en Oy". Le taux de réduction du WST-1 est proportionnel a I'activité de la

xanthine oxydase (XO), enzyme inhibée par la présence de la SOD (figure 44).
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Figure 44 : Mécanisme de détection indirecte de I'activité enzymatique de la SOD, Kit 19160 Sigma-Aldrich®

Les cellules sont ensemencées dans des plaques 24 puits a une densité de 20 000 cellules/cm?,
pendant 24 h, a 37 °C, 5 % de CO; pour les HPAEC ou a 28°C pour les HEPA-E1. Avant I'exposition,
les cellules sont rincées avec du milieu blanc. Les cellules sont ensuite intoxiquées avec différentes
concentrations de NPs de NiO (0.5 a 5 pg/cm?) selon le protocole décrit dans la Partie 1,
paragraphe 4. 'expérimentation est reproduite 3 fois (n = 3) avec 3 puits par condition. Apres 24
h d’intoxication, les surnageants, contenant la SOD extracellulaire sécrétée, sont récupérés et
centrifugés 10 min a 15 000 g, 4 °C. Le tapis cellulaire, contenant la SOD intracellulaire, est rincé
une fois avec du PBS 1X, puis gratté dans 1 mL de PBS 1X. Les suspensions cellulaires sont
récupérées puis centrifugées 10 min a 2 000 g, 4 °C. Les culots sont remis en suspension dans 1
mL de PBS 1X puis a nouveau centrifugés. La méme étape est réalisée une seconde fois. Les

cellules sont ensuite lysées par sonication, trois fois, pendant 30 sec a 100 Hz, a I'aide d’un
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sonicateur avec une sonde a induction, puis centrifugées pendant 15 min a 10 000 g, a 4 °C. Le
surnageant est récupéré. L'absorbance dans les surnageants et dans les lysats cellulaires est
ensuite mesurée par spectrophotométrie a 450 nm, a l'aide d’un lecteur de plaques
SPECTROstarNano 2.10 et du logiciel MARS Data Analysis Software (BMG Labtech®). Les résultats

sont analysés par Excel et GraphPad.

9. Evaluation de la réponse pro-inflammatoire : dosage des interleukines-

6

La quantification des cytokines pro-inflammatoires IL-6 a été étudiée aprés 24 h d’intoxication
avec les NPs de NiO.

Les cellules sont ensemencées, dans des plaques 12 puits, a une densité de
20 000 cellules/cm? et cultivées pendant 48 h, a 37 °C, 5 % de CO; pour les HPAEC ou a 28°C pour
les HEPA-E1. Avant I'intoxication, le tapis cellulaire est rincé deux fois avec du MBC ou du L15M
et les cellules sont intoxiquées avec différentes concentrations de NPs de NiO (0.5 a 5 pg/cm?)
selon le protocole décrit dans la Partie 1, paragraphe 4. L'expérimentation est reproduite 6 fois
(n = 6) avec 3 puits par condition. Aprés 24 h d’exposition, les surnageants sont prélevés,
centrifugés (10 min a 15 000 g et 4 °C) et conservés, a -20 °C, jusqu’au dosage. Le dosage des
cytokines IL-6 dans les surnageants de culture est effectué par la technique d’enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) en utilisant le kit Duoset (R&D Systems®), selon les
recommandations du fabricant, a I'aide d’un lecteur de plaques SPECTROstarNano 2.10 et du
logiciel MARS Data Analysis Software 2.41 (BMG Labtech®). Les résultats sont ensuite analysés

sur Excel et GraphPad.

10. Evaluation du calcium intracellulaire

10.1. Mesure du calcium cytoplasmique
La sonde calcique fluorescente Fluo-4-AM (1-[2-amino-5-(2,7-difluoro-6-hydroxy-3-oxo-9-
xanthenyl)phenoxyl]-2-(2-amino-5-methylphenoxy) ethane-N,N,N’,N’-tetraacetic acid,
pentaacetoxymethyl ester) (ThermoFisher®) qui permet de chélater le calcium a été utilisée pour
mesurer les variations du taux de calcium cytoplasmique. Sous sa forme Fluo-4-AM, la fonction

acétoxyméthyl (AM) lui permet de rentrer dans les cellules depuis le milieu extracellulaire. Une
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fois incorporée dans les cellules, la fonction AM est clivée par des estérases endogenes, donnant
la forme Fluo-4, piégée dans le cytoplasme et dont la fluorescence est sensible au calcium. La
sonde Fluo-4 a un Kd de 345 nM ce qui lui permet d’étre sensible aux variations de Ca?*
intracellulaire qui vont généralement de 50 nM a 1 uM. Une fois excitée a la longueur d’onde
appropriée (494 nm), la sonde émet une fluorescence a 516 nm dont l'intensité varie avec la
liaison du Ca?* a la sonde. L’intensité de fluorescence émise est proportionnelle a la quantité de
calcium cytoplasmique.

Les cellules sont ensemencées, dans des plaques 96 puits, a une densité de
20 000 cellules/cm? et cultivées pendant 48 h, a 37 °C, 5 % de CO; pour les HPAEC ou a 28°C pour
les HEPA-E1. Avant I'intoxication, le tapis cellulaire est rincé deux fois avec du MBC ou du L15M
et les cellules sont intoxiquées avec différentes concentrations de NPs de NiO (0.5 a 5 pg/cm?)
selon le protocole décrit dans la Partie 1, paragraphe 4. L’expérimentation a été reproduite 3 fois
(n = 3) avec 6 puits par condition (Deweirdt et al., 2017). Apres l'intoxication avec les différentes
concentrations de NPs de NiO, les cellules sont rincées avec une solution physiologique MAC-
Krebs. Les cellules sont ensuite incubées avec la sonde Fluo-4-AM (2 uM) diluée dans du MAC-
Krebs, pendant 30 min, dans une étuve a 37 °C a I'obscurité. Les puits sont ensuite vidés puis
rincés avec du MAC-Krebs puis 100 pL de la solution MAC-Krebs sont ajoutés dans chaque puits.
Les plaques sont analysées a I'aide d’un microscope confocal (TE2000 couplé a une station
confocale Eclipse, Nikon) et observées au grossissement X 200, avec de I'huile a immersion. Les
cellules sont stimulées a 488 nm et I'émission est enregistrée a 510 nm a raison de 3 images par
puits. L'analyse est ensuite réalisée a I'aide d’un logiciel NIS-Elements AR 3.0 et Microsoft Office
Excel 2007, les résultats sont exprimés en pourcentage d’augmentation ou de diminution de la

concentration calcique par rapport aux témoins.

10.2.Mesure du calcium mitochondrial

Les variations de calcium mitochondrial sont mesurées a l'aide de la sonde Rhod-2-AM
(Euromedex). La sonde Rhod-2 a un Kd de 570 nM. Rhod-2 possede une charge positive, ce qui lui
permet de s’accumuler dans les mitochondries qui ont un potentiel de membrane interne chargé
négativement, proche de -150mV. Une fois excitée a la longueur d’onde appropriée (543 nm), la

sonde émet une fluorescence a 605 nm dont l'intensité varie avec la liaison du Ca?* a la sonde.
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Lintensité de fluorescence émise est proportionnelle a la quantité de calcium mitochondrial
(Hajnoczky et al., 1995).

Les cellules sont ensemencées, dans des plaques 96 puits, a une densité de
20 000 cellules/cm? et cultivées pendant 48 h, a 37 °C, 5 % de CO; pour les HPAEC ou a 28°C pour
les HEPA-E1. Avant I'intoxication, le tapis cellulaire est rincé deux fois avec du MBC ou du L15M
et les cellules sont intoxiquées avec différentes concentrations de NPs de NiO (0.5 a 5 ug/cm?)
selon le protocole décrit dans la Partie 1, paragraphe 4. L'expérimentation est reproduite 3 fois
(n = 3) avec 6 puits par condition (Deweirdt et al., 2017). Apres l'intoxication avec les différentes
concentrations de NPs de NiO, les cellules sont rincées avec une solution physiologique MAC-
Krebs. Les cellules sont ensuite incubées avec la sonde Rhod-2-AM (1 uM) diluée dans du MAC-
Krebs, pendant 20 min, dans une étuve a 37 °C, a I'obscurité. Les puits sont ensuite vidés puis
rincés avec du MAC-Krebs puis 100 pL de la solution MAC-Krebs sont ajoutés dans chaque puits.
Les plaques sont analysées a I'aide d’un microscope confocal (TE2000 couplé a une station
confocale Eclipse, Nikon) et observées au grossissement X 200, avec de I’huile a immersion. Les
cellules sont stimulées a 543 nm et I’émission est enregistrée a 605 nm a raison de 3 images par
puits. L'analyse est ensuite réalisée a I'aide d’un logiciel NIS-Elements AR 3.0 et Microsoft Office
Excel 2007, les résultats sont exprimés en pourcentage d’augmentation ou de diminution de la

concentration calcique par rapport aux témoins.

10.3.Mesure du calcium du réticulum endoplasmique

Les variations de calcium dans le réticulum endoplasmique (RE) sont mesurées a I'aide de la sonde
Fluo-4FF-AM (ThermoFisher®). La sonde Fluo-4FF a un Kd de 9.7 uM, ce qui lui permet d’étre
sensible aux variations de calcium plus élevées dans le RE. La fluorescence de la sonde augmente
lors de la liaison au Ca?*. Une fois excitée a la longueur d’onde appropriée (488 nm), la sonde
émet une fluorescence a 515 nm dont l'intensité varie avec la liaison du Ca?* a la sonde. L'intensité
de fluorescence émise est proportionnelle a la quantité de calcium réticulaire (Tauskela et al.,
2001).

Les cellules sont ensemencées, dans des plaques 96 puits, a une densité de 20 000 cellules/cm?
et cultivées pendant 48 h, a 37 °C, 5 % de CO; pour les HPAEC ou a 28°C pour les HEPA-E1. Avant
I'intoxication, le tapis cellulaire est rincé deux fois avec du MBC ou du L15M et les cellules sont
intoxiquées avec différentes concentrations de NPs de NiO (0.5 a 5 pg/cm?) selon le protocole
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décrit dans la Partie 1, paragraphe 4. L'expérimentation est reproduite 3 fois (n = 3) avec 6 puits
par condition (Deweirdt et al., 2017). Aprés I'intoxication avec les différentes concentrations de
NPs de NiO, les cellules sont rincées avec une solution physiologique MAC-Krebs. Les cellules sont
ensuite incubées avec la sonde Fluo-4FF (10 uM) diluée dans du MAC-Krebs, pendant 20 min,
dans une étuve a 37 °C, a I'obscurité. Les puits sont ensuite vidés puis rincés avec du MAC-Krebs
puis 100 pL de la solution MAC-Krebs sont ajoutés dans chaque puits. Les plaques sont analysées
a I'aide d’un microscope confocal (TE2000 couplé a une station confocale Eclipse, Nikon) et
observées au grossissement X 200, avec de I'huile a immersion. Les cellules sont stimulées a 488
nm et I'émission est enregistrée a 515 nm a raison de 3 images par puits. L'analyse est ensuite
réalisée a I'aide d’un logiciel NIS-Elements AR 3.0 et Microsoft Office Excel 2007, les résultats sont
exprimés en pourcentage d’augmentation ou de diminution de la concentration calcique par

rapport aux témoins.

11. Evaluation du monoxyde d’azote et des nitrites et nitrates

11.1. Mesure du monoxyde d’azote (NO) au microscope confocal

La détection et la quantification des concentrations de NO sont mesurées a I'aide de le sonde
DAF-FM (4-Amino-5-Methylamino-2',7'-Difluorofluorescein Diacetate) (ThermoFischer®). La
sonde DAF-FM est non fluorescente. Apres sa réaction avec le NO, elle forme un dérivé de
benzotriazole fluorescent (Li et al 2003). L’intensité fluorescente de la sonde DAF-FM est
directement proportionnelle a la quantité de NO présente dans les cellules.

Les cellules sont tout d’abord ensemencées dans des plaques 96 puits a une densité de 20 000
cellules/cm? et cultivées pendant 48 h, a 37 °C, 5 % de CO,. Avant I’exposition, les cellules sont
rincées avec du MBC. Les cellules sont ensuite intoxiquées, pendant 4 ou 24 h avec différentes
concentrations de NPs de NiO (0.5 a 5 pug/cm?) selon le protocole décrit dans la Partie 1,
paragraphe 4. L'expérimentation est reproduite 3 fois (n = 3) avec 6 puits par condition. Apres
I'intoxication avec les différentes concentrations de NPs de NiO, les cellules sont rincées avec une
solution physiologique MAC-Krebs. Les cellules sont ensuite incubées avec la sonde DAF-FM (5
uM) diluée dans du MAC-Krebs, pendant 30 min dans une étuve a 37 °C a I'obscurité. Les puits
sont ensuite vidés puis rincés avec du MAC-Krebs puis 100 pL de la solution MAC-Krebs sont
ajoutés dans chaque puits. Les plagues sont analysées a I'aide d’un microscope confocal (TE2000

couplé a une station confocale Eclipse, Nikon) et observées au grossissement X 200, avec de I'huile
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a immersion. Les cellules sont stimulées a 488 nm et I’émission est enregistrée a 515 nm a raison
de 3 images par puits. L’analyse est ensuite réalisée a I'aide d’un logiciel NIS-Elements AR 3.0 et
Microsoft Office Excel 2007. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’augmentation ou de

diminution de la production de NO par rapport aux témoins.

11.2.Dosage des métabolites du NO, les nitrites et les nitrates

Le NO étant tres instable dans les solutions physiologiques, une majorité du NO peut étre
transformé en différents métabolites tels que les nitrites (NO2), les nitrates (NOs’) et les
peroxynitrites (ONOO"). Le NO peut réagir avec différentes molécules telles que I'O3, 'O ou
encore le dioxygene d’azote (NO3). Aprés la réaction du NO avec I'O;", la concentration de NOs~
est directement proportionnelle a la concentration d’ONOQ", elle-méme dépendante de la
concentration de NO. Le test de Griess, permet de quantifier la concentration de NO;™ basal et |a
concentration totale de NO;™ + NOs produits. Ces données permettent ainsi de calculer la
quantité de NOs~, a I'aide de I’enzyme nitrate réductase et le cofacteur de la nitrate réductase.

Les cellules sont ensemencées dans des plaques 24 puits a une densité de 20 000 cellules/cm?,
pendant 48 h, a 37 °C, 5 % de CO,. Avant I’exposition, les cellules sont rincées avec du MBC. Les
cellules sont ensuite intoxiquées avec différentes concentrations de NPs de NiO (0.5 a 5 ug/cm?)
pendant 24 h selon le protocole décrit dans la Partie 1, paragraphe 4. L'expérimentation est
reproduite 3 fois (n = 3) avec 3 puits par condition. Afin d’éliminer les débris cellulaires et les
particules, les surnageants sont récupérés puis centrifugés, 10 min a 11 000 g et 4 °C. Le dosage
des nitrites et des nitrates est effectué par la technique du réactif de Griess grace au kit « Griess
Reagent Kit for nitrite determination » (Invitrogen®), selon les recommandations du fournisseur.
L'absorbance est mesurée par spectrophotométrie a 550 nm, a l'aide d’un lecteur de plaques
SPECTROstarNano 2.10 et du logiciel MARS Data Analysis Software 2.41 (BMG Labtech®). Les

résultats sont analysés avec Excel et GraphPad.

12. Dosage de I'endothéline-1

La quantification du facteur vasoconstricteur endothéline-1 (ET-1) a été étudiée, dans les cellules
HPAEC, apres 24 h d’intoxication avec les NPs de NiO.
Les cellules sont ensemencées, dans des plaques 12 puits, a une densité de

20 000 cellules/cm? et cultivées pendant 48 h, a 37 °C, 5 % de CO,. Avant I'intoxication, le tapis
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cellulaire est rincé deux fois avec du MBC et les cellules sont intoxiquées avec différentes
concentrations de NPs de NiO (0.5 a 5 pg/cm?) selon le protocole décrit dans la Partie 1,
paragraphe 4. L'expérimentation a été reproduite 6 fois (n = 6) avec 3 puits par condition. Aprés
24 h d’exposition, les surnageants sont prélevés, centrifugés (10 min a 15000 g et 4 °C) et
conservés, a -20 °C, jusqu’au dosage. Le dosage de I'ET-1 dans les surnageants de culture est
effectué par la technique d’ELISA en utilisant le kit Endothelin-1 (kit ELISA Endothelin-1, Enzo Life
Sciences®), selon les recommandations du fabricant, a I'aide d’un lecteur de plaques
SPECTROstarNano 2.10 et du logiciel MARS Data Analysis Software 2.41 (BMG Labtech®). Les

résultats sont ensuite analysés sur Excel et GraphPad.

13. Evaluation de la fonction mitochondriale

13.1. Mesure du potentiel de membrane mitochondriale

La mesure du potentiel de membrane mitochondrial (WMM) a été faite a I'aide d’une sonde
cationique lipophile (perméable a la membrane) : le tétraméthylrhodamine, méthyl ester (TMRM)
(ThermoFischer®). Il s’agit d’une sonde de la famille des rhodamines qui est séquestrée par les
mitochondries actives. En raison du potentiel de membrane tres négatif de la membrane interne
des mitochondries, le TMRM s’accumule préférentiellement dans la mitochondrie par rapport au
cytoplasme. Plus le potentiel de membrane est négatif, plus la sonde se fixe dans les
mitochondries (Scaduto RC et al. 1999). La fluorescence émise varie en fonction du potentiel
mitochondrial. L'intensité fluorescente de la sonde TMRM est directement proportionnelle au
WMM, plus il est négatif, plus la fluorescence émise est élevée.

Les cellules sont ensemencées, dans des plaques 96 puits, a une densité de 20 000 cellules/cm?
et cultivées pendant 48 h, a 37 °C, 5 % de CO; pour les HPAEC ou a 28°C pour les HEPA-E1. Avant
I'intoxication, le tapis cellulaire est rincé deux fois avec du MBC ou du L15M et les cellules sont
intoxiquées avec différentes concentrations de NPs de NiO (0.5 a 5 pg/cm?) selon le protocole
décrit dans la Partie 1, paragraphe 4. L'expérimentation est reproduite 3 fois (n = 3) avec 6 puits
par condition. Apreés l'intoxication avec les différentes concentrations de NPs de NiO, les cellules
sont rincées avec une solution physiologiqgue MAC-Krebs. Les cellules sont ensuite incubées avec
la sonde TMRM (100 nM) diluée dans du MAC-Krebs, pendant 30 min, dans une étuve a 37 °C, a
I'obscurité. Les puits sont ensuite vidés puis rincés avec du MAC-Krebs puis 100 pL de la solution

MAC-Krebs sont ajoutés dans chaque puits. Les plaques sont analysées a I'aide d’un microscope
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confocal (TE2000 couplé a une station confocale Eclipse, Nikon) et observées au grossissement X
200, avec de I’huile aimmersion. Les cellules sont stimulées a 543 nm et I'émission est enregistrée
a 605 nm a raison de 3 images par puits. L'analyse est ensuite réalisée a I'aide d’un logiciel NIS-
Elements AR 3.0 et Microsoft Office Excel 2007. Les résultats sont exprimés en pourcentage
d’augmentation ou de diminution du potentiel de membrane mitochondrial par rapport aux

témoins.

13.2.Mesure de la masse mitochondriale

La masse mitochondriale a été évaluée en utilisant la sonde MitoTracker Green (ThermoFischer®).
Cette sonde, qui possede un demi-groupement chlorométhyle thiol réactif, diffuse de maniére
passive a travers la membrane plasmique et les membranes des organites. Par un processus de
conjugaison a des protéines mitochondriales, via son groupement thiol, la sonde reste piégée
dans les mitochondries. La sonde initialement réduite n’est pas fluorescente. Elle s’oxyde une fois
dans les mitochondries et émet, ensuite, de la fluorescence. Cela permet de visualiser en direct
la dynamique mitochondriale (fission/fusion par exemple).

Les cellules sont ensemencées, dans des plaques 96 puits, a une densité de 20 000 cellules/cm?
et cultivées pendant 48 h, a 37 °C, 5 % de CO; pour les HPAEC ou a 28°C pour les HEPA-E1. Avant
I'intoxication, le tapis cellulaire est rincé deux fois avec du MBC ou du L15M et les cellules sont
intoxiquées avec différentes concentrations de NPs de NiO (0.5 a 5 pg/cm?) selon le protocole
décrit dans la Partie 1, paragraphe 4. L'expérimentation est reproduite 3 fois (n = 3) avec 6 puits
par condition. Apreés l'intoxication avec les différentes concentrations de NPs de NiO, les cellules
sont rincées avec une solution physiologique MAC-Krebs. Les cellules sont ensuite incubées avec
la sonde Mitotracker (1 uM) diluée dans du MAC-Krebs, pendant 30 min dans une étuve a 37 °C,
a I'obscurité. Les puits sont ensuite vidés puis rincés avec du MAC-Krebs puis 100 pL de la solution
MAC-Krebs sont ajoutés dans chaque puits. Les plaques sont analysées a I'aide d’un microscope
confocal (TE2000 couplé a une station confocale Eclipse, Nikon) et observées au grossissement X
200, avec de I'huile aimmersion. Les cellules sont stimulées a 488 nm et I'émission est enregistrée
a 515 nm a raison de 3 images par puits. L'analyse est ensuite réalisée a I'aide d’un logiciel NIS-

Elements AR 3.0 et Microsoft Office Excel 2007.
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14. Evaluation de I’expression des génes

14.1. Etudes en gPCR pour les cellules HPAEC

La PCR quantitative (quantitative polymerase chain reaction) a transcription inverse (RT-qPCR) est
utilisée pour déterminer les niveaux de transcription de I'ARNm. L’extraction des ARN a partir des
cellules HPAEC est réalisée avec le Kit de purification NucleoSpin® RNA Plus Protocole, Macherey-
Nagel, selon les indications du fournisseur. Les cellules sont tout d’abord ensemencées dans des
plaques 12 puits a une densité de 50 000 cellules/cm? et cultivées pendant 24 h, a 37 °C, 5 % de
CO;. Avant l'exposition, les cellules sont rincées avec du MBC. Les cellules sont ensuite
intoxiquées, pendant 24 h, avec différentes concentrations de NPs de NiO (0.5 a 5 pg/cm?) selon
le protocole décrit dans la Partie 1, paragraphe 4. Les cellules sont rincées deux fois avec du PBS
1 X puis lysées dans 350 uL de Buffer LBP (Lysis Buffer Protein). Aprés extraction des ARN totaux
selon les recommandations du fournisseur (NucleoSpin® RNA Plus Protocole, Macherey-Nagel),
la reverse transcription est réalisée a I'aide d’une reverse transcriptase (Sigma®) grace a un
appareil CFX96 permettant d’obtenir I’ADNc nécessaire a la qPCR. La PCR quantitative permet de
mesurer en temps réel le niveau d’expression des transcrits amplifiés. L’amplification des génes
est effectuée a partir de 215 a 300 ng d’ADNCc totaux a I'aide des paires d’amorces (2 uM) des
geénes IL-6, bcl-2 et TRPV4 (Sigma®), du SYBR Green Supermix (905053 Quantabio) et de la Tag-
titanium polymérase (Sigma®). Les génes de ménage choisis pour les expériences sont RPL13
(Ribosomal protein L 13), GAPDH (glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase) et Gusb (R3-
glucuronidase). Les échantillons sont maintenus a 95°C pendant 2 min, suivis de 39 cycles
d’amplification comprenant une étape de déstructuration, a 95°C, pendant 10 sec et d’une étape
de polymérisation, a 60°C, pendant 30 sec, puis pendant 5 sec a 65°C. La quantification relative
de I'expression de chaque géne a été normalisée en fonction des génes de référence et générée
par la méthode 222t décrite par (Livak and Schmittgen, 2001). Ceci correspond au ratio des Ct du
géne cible sur le Ct de son géne de ménage, suivie d’'une normalisation par le ratio du gene cible
chez les contaminés par rapport au méme gene chez les témoins. Les séquences des amorces

utilisées sont présentées ci-dessous :
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Tableau 7 : Séquences des génes étudiés dans les HPAEC

Nom du géne Géne Séquence sens Séquence anti-sens
interleukine-6 il-6 5-ACAGCCACTCACCTCTTCAG-3’ 5-TGGAAGCATCCATCTTTTTC-3'
B-celllymphoma 2 | bcl-2 | 5. GGCCTTCTTTGAGTTCGGTG-3' 5' CATCCCAGCCTCCGTTATCCTG 3'

transient receptor

potential vanilloide | trpv4 | 5 cGCAAGTGGAGGACTGATGA-3 | 5-TAGAAATGAGTGGGCAGAGAAGCT-3'
4

ribosomal protein
rpl13 5'-GGGAGCAAGGAAAGGGTCTTA-3’ 5’-CACCTGCAAATTCTCCGAGT-3’
113

glycéraldéhyde-3-
phosphate gapdh | 5-CACATGGCCTCCAAGGAGTAA-3’ 5’-TGAGGGTCTCTCTCTTCCTCTTGT-3’

déshydrogénase

B-glucuronidase gusb 5-TGAAATCGGCAAAATTCCAAAT-3' 5-CCATCTGGGTCTGGATCAAAA-3’

L’analyse des résultats est réalisée a I'aide du logiciel Bio-Rad CFX Manager, version 3.1, puis avec

Excel et GraphPad.

14.2.Etudes en gPCR pour les HEPA-E1 et les échantillons d’Anguilla marmorata

La PCR quantitative a transcription inverse (RT-qPCR) est utilisée pour déterminer les niveaux de
transcription de I'ARNm, d’une part, chez les poissons échantillonnés in situ en 2021 dans 6
organes différents et, d’autre part, sur les cellules HEPA-E1. Les HEPA-E1 sont cultivées dans des
plaques 12 puits a une densité de 50 000 cellules/cm? et cultivées pendant 48 h, a 28 °C puis
intoxiquées (0.5 a 5 ug/cm?) selon le protocole décrit dans la Partie 1, paragraphe 4. Pour les
anguilles échantillonnées in situ, les tissus sont stockés dans du RNA later immédiatement aprés
dissection, puis conservés a -20°C, apres une nuit a 4°C, jusqu'aux analyses.

Afin d'obtenir les séquences codantes des genes cibles, les séquences d'ADNc provenant du
transcriptome assemblé de A. anguilla (Perrier et al., 2020, Coppe et al., 2010) ont été alignées
avec le génome assemblé de A. marmorata ou A. japonica en utilisant le programme Blast. Les
séquences présentant des homologies élevées entre A. anguilla et A. marmorata, les séquences
d’A. anguilla sont utilisées pour concevoir des amorces spécifiques pour les poissons

échantillonnés in situ. La méme procédure a été appliquée pour les HEPA-E1 a partir de séquences
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proches entre A. anguilla et A. japonica. Ceci a été réalisé a l'aide du logiciel primer3plus
(Untergasser et al., 2007) (Tableaux 6 et 7).

L'extraction de I'ARNm total est effectuée a I'aide d'un NucleoZOL (isolation de I'ARN, nucleoZOL,
Marcherey-nagel®, USA) disponible dans le commerce, conformément aux recommandations du
fabricant. La transcription inverse est réalisée a I'aide du kit de transcriptase inverse M-MLV
(Moloney Murine Leukemia Virus) (Promega). Enfin, les réactions PCR sont réalisées a |'aide d'un
LC480 (Roche), a 95°C pendant 2 min, suivi de 45 cycles de 95°C, pendant 15 sec et 60°C, pendant
1 min. Chaque réaction de 15 pL contenait 7,5 pL de mélange maitre GoTaq qPCR (Promega), 5
pL de matrice et les paires d'amorces spécifiques a une concentration finale de 200 nM chacune.
La spécificité de la réaction est déterminée pour chaque réaction a partir de la courbe de
dissociation du produit PCR. Les génes de la protéine ribosomale L7 (rp/7) et de la B-actine (8-act)
ont été utilisés comme génes de référence pour Anguilla marmorata et le géne elongation factor-
1 a (ef-1a) en plus pour Anguilla japonica. La quantification relative de I'expression de chaque
géne est normalisée en fonction des génes de référence et générée par la méthode 222t décrite
par (Livak and Schmittgen, 2001). Les séquences des amorces utilisées sont présentées ci-

dessous :
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Tableau 8 : Séquences des génes étudiés chez Anguilla marmorata

Nom du géne

Code du géne

Séquence sens

Séequence antisens

containing 3

ribosomal protein 17 rpl7 5-GCATCTGGGCAATTACCATT -3’ 5-CAAGGAACTGGCTACCAAGC -3’
R-actin B-actin 5-CTCTATCGTCCACCGCAAAT -3’ 5- CACCTTCACCGTTTTCCAGT-3'
clathrin b cltb 5-GCAGAAGTCCCATAGGTCCA -3’ 5- AACACCGGAAGCGTAATGTC-3’
superoxide dismutase 50dzn/cu 5-TCAAGGACAGAATGCTCACG -3’ 5-TGCTTTTGGGACACCCTTAC -3’
zinc/cuivre
superoxide dismutase 50dmn 5’- CGCCACATATGTCAACAACC-3’ 5'- TAGGGGACAGGTTTGTCCAG-3'
manganese
metallothioneine mt 5’-CGAGCTGCTGTCAGTGAAGA -3’ 5’- GCTCTGCATGGATGACAAAA-3’
ribosomal rna 12s 125 5-CTCACCATCCCTTGCCTAAA -3’ 5- CTCAGAGCCGGTTTCAAAAG-3’
cyclooxygenasel cox1 5-CCAGATGCATACACCCTGTG -3’ 5-CGAATGTGTGGTATGGTGGA -3’
mitochondrially atp6-8 5- TGCAGTCCCAATATGACTCG-3’ 5- ATGGCCTGCTGTTAGGTTTG-3'
encoded atp synthase
membrane subunit 6-8
acetyl-coa carboxylase acc 5-GAGCAGTACAAGCCCGACAT -3’ 5-AGCATGGTCACCAGGATGTT -3’
triglyceride lipase tgl 5-GACGCTGTTGTTCCAGATGA -3’ 5- GGGAACACGTACGAAGCCTA-3'
glyceraldehyde-3- gapdh 5-TCTTTTGGGGGATCAAACTG -3’ 5-TGGCCTCAAAGGAGTAGAGC -3’
phosphate
dehydrogenase
vitellogenin vtg 5- CAGCTGCTTCTCAGCACAAG-3’ 5- AGCCTGAAGAACTGGCAGAA-3’
bcl-2—associated x bax 5- GCGACCCTAACCACAAGAAG-3’ 5- GTCAAGCTCGTCTCCGATTT-3'
protein
tumor protein 53 p53 5-GAGCCCAAGAAAGGGAAAAG -3’ 5- GACATGGAACTGACCCCAAC-3'
growth arrest and dna gadd4s 5- CCGTTGTTGTCCACTGTGTC-3’ 5-GATGAGGAAGACGAGGACGA -3’
damage-inducible 45
nlr family card domain nirc3 5- CCTCCAGAGTCCGTGTTAGC-3’ 5- TGCGCTTTCTGTCTGGTATG-3'
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Tableau 9 : Séquences des génes étudiés dans les hépatocytes d’Anguilla japonica

Nom du géne

Code du géne

Séquence sens

Séquence antisens

elongation factor-1 a efl-a 5- GGCTGGTGGTGTAGGTGAGT -3’ 5- TAAGCGCTGACTTCCTTGGT -3’
ribosomal protein |17 rpl7 5- CCATTTTAAATAAATGCAACACCA - | 5- GCCCAAGTCAACAGCTCGTA -3
3
R-actin B-actin 5- TGCGTGACATCAAGGAGAAG -3’ | 5- CAGGACTCCATACCCAGGAA -3’
Caveoline 2 cav2 5- GGCCATCCTCATTTCAGTTG -3’ 5- TTGTGATTCCAGCGGTACAA -3’
Clathrin a clta 5- TGTTGTGTGTGCAGACATGC -3’ 5- CTGAACTGTGTGGCTGCTGT -3’
superoxide dismutase 50dzn/cu 5’- GACAACACAAATGGCTGCAT -3’ 5'- CGTGAGCATTCTGTCCTTGA -3'
zinc/cuivre
catalase cat 5’- CGGTCAGGAGAGCCAGTAAG -3’ | 5- ATGAAGCCTCTCTCCCCATT -3’
metallothioneine mt 5- GCTCTGCATGGATGACAAAA -3’ 5- CGAGCTGCTGTCAGTGAAGA -3’
cyclooxygenasel cox1 5- GCAATGATGGCTATCGGACT -3’ 5- CAAGCCCCCGACTGTAAATA -3’
mitochondrially atp6-8 5- ACCAATTCATAAGCCCCACA -3’ 5- CCCCAACATTTAGTGGGAGA -3’
encoded atp synthase
membrane subunit 6-8
acetyl-Coa carboxylase acc 5- ATCGACATGTACGGACACCA -3’ 5- CAATGCAGAGTACGCGATGT -3’
bcl-2—associated x bax 5- GCGACCCTAACCACAAGAAG -3’ 5- GTCAAGCTCGTCTCCGATTT -3’
protein

15. Dosage des métaux

Les échantillons biologiques des anguilles du Pacifique prélevées sur le terrain ont été récupérés
afin de pouvoir doser la concentration en métaux dans chacun des organes. Cing organes ont été
analysés : les reins, les muscles, les branchies, le foie et le coeur.

Apres dissection des anguilles in situ, les tissus sont placés dans des sachets plastiques conservés
a4°Cjusqu’au retour au laboratoire. Les organes frais sont ensuite pesés puis séchés a I'étuve (72
h a 50 °C) a I'Université de Nouméa au sein du laboratoire ISEA (Institut des Sciences Exactes et
Appliquées), puis transportés secs a EPOC. Une fois sur place les échantillons sont de nouveau
séchés (24 h a 50 °C) puis broyés en une poudre finement homogénéisée a I'aide d'un mortier en
agate puis pesés. lls sont enfin digérés avec 1,5 mL d'acide nitrique a 20 %, a 200°C, pendant 15
min (méthode de digestion acide par micro-ondes - MARS 6, CEM, méthode "Tissu de poisson").
Apreés la minéralisation, 1,5 mL d'eau ultra-pure (Milli-Q,Bedford, MA, USA) sont ajoutés a chaque
échantillon. Cing métaux sont analysés simultanément par un spectromeétre d'émission optique
a plasma a couplage inductif (700 Series ICP-OES, Agilent) : nickel (Ni), cobalt (Co), cuivre (Cu),
chrome (Cr), manganese (Mn) et fer (Fe).

Les matériaux de référence certifiés DOLT-5 (foie de roussette, Squalus acanthias), TORT-3

(hépatopancréas de homard) et IAEA-413 (algues) ont été analysés selon la méme méthodologie
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que les échantillons d'anguille. Leurs taux de récupération varient entre 86,16 + 1,29 et 100,37
5,08 %. Les concentrations de métaux sont exprimées en mg.kg™* de poids sec (dw).

Pour les valeurs inférieures a la limite de détection de l'instrument, des valeurs de concentration
minimale théorique en pg/g ont été calculées (la limite de détection de l'instrument (en pg.L)

multipliée par le volume de I'échantillon (en L) divisée par le poids de I'échantillon (en g)).

16. Analyses statistiques

Pour chagque expérimentation, les résultats sont exprimés en moyennes + I'erreur standard a la
moyenne (SEM). Chaque expérimentation a été réalisée 3 a 6 fois (n indique le nombre
d’expérimentation, n =3 a n=6), indépendamment les unes des autres pour les expérimentations
in vitro. Pour les prélévements in situ, le n correspond au nombre d’échantillons prélevés, chaque
échantillon provenant d’un individu différent.

La significativité des différences entre les moyennes des cellules HPAEC ou HEPA-E1 témoins et
celles des cellules HPAEC ou HEPA-E1 intoxiquées avec les NPs de NiO, le NiCl; ou les particules
de latérites est évaluée a l'aide de différents tests. Pour comparer deux échantillons
indépendants, si n < 30, un test non paramétrique (Mann — Whitney) est réalisé. Pour comparer
plusieurs échantillons indépendants, si n > 30 et que I’échantillon suit une distribution gaussienne
(test de Shapiro-Wilk effectué), un test paramétrique (ANOVA) suivi d’un test de comparaison
multiple de Tukey a été réalisé. Si n < 30 et que I'échantillon ne suit pas une distribution
gaussienne, un test non paramétrique (Kruskal-Wallis) suivi d’un test de comparaison multiple de
Dunn est réalisé. Les différences sont considérées comme significatives lorsque p < 0.05 (*), p <
0.01 (**), p < 0.001 (***) et p < 0.0001 (****).

Toutes les analyses sont effectuées avec le logiciel GraphPad Prism 5.0 pour les analyses

statistiques et I'obtention des graphes.
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RESULTATS
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Obijectif 1 : Quels sont les mécanismes cellulaires et
moléculaires de la toxicité des NPs de NiO et des latérites
nickéliferes sur des cellules en culture in vitro ?

1. Cellules vasculaires pulmonaires humaines exposées aux NPs de NiO :
Altération de la signalisation calcique et de la fonction mitochondriale
induite par les NPs de NiO sur des cellules endothéliales d'artere
pulmonaire humaine impliquant le stress oxydant et une dysfonction des
canaux calciques TRPV4

Contexte :

Les particules qui font I'objet de notre étude sont des NPs de NiO. Ces particules ainsi que les
PUF, sont émises dans I'atmosphére en Nouvelle-Calédonie notamment via, I'érosion des sols
ultramafiques, les exploitations miniéres a ciel ouvert, et, les usines de raffinerie de Ni présentes
sur l'ile (Isnard et al., 2016, Pasquet et al., 2016a, Losfeld et al., 2015). La demande constante
mondiale de Ni dans le monde contribue a I'augmentation de ces émissions et, par conséquent,
a I'augmentation du risque d'inhalation des particules par les travailleurs et les populations
environnantes. Les risques de cancers pulmonaires chez les travailleurs sont aujourd’hui connus
(Andersen and Svenes, 1989, Norseth, 1994). De plus, des études récentes ont montré que les
PUF et les NPs sont principalement impliquées dans I'augmentation de I'incidence de pathologies
respiratoires et cardiovasculaires. Cependant, les mécanismes cellulaires et moléculaires de la
toxicité des NPs de NiO sont mal documentés, en particulier sur des cellules vasculaires
pulmonaires. Les CE, qui tapissent la lumiere des vaisseaux, constituent, apres le tractus
respiratoire, des cibles privilégiées des NPs, et donc des NPs de NiO (Oberdorster et al., 2005,
Horemans et al.,, 2012, Miller et al.,, 2017, Nemmar et al., 2002). Des études in vivo ont,
notamment, montré qu’une exposition aux NPs de NiO déclenchait une toxicité pulmonaire telle
gu’une fibrose pulmonaire (Senoh et al., 2017, Mo et al., 2019, Chang et al., 2017b). De plus, des
études in vitro sur des cellules épithéliales bronchiques et alvéolaires, ont montré que les NPs de
NiO induisaient un stress oxydant, une inflammation, ainsi qu’une altération de la signalisation
calcique, événements également impliqués dans la physiopathologie des maladies

cardiovasculaires telles que I'HTP (Guibert et al., 2007, Lai et al., 2015, Capasso et al., 2014, Di
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Bucchianico et al., 2018, Latvala et al., 2016). En ce qui concerne la signalisation calcique, il été
montré que I'exposition d'artéres intra-pulmonaires a des NPs et des PM, modifiait la réactivité
vasculaire en induisant une altération de la relaxation endothéliale dépendante du NO,
notamment via une perturbation des canaux calciques, tels que les canaux TRPV1 et TRPV4. Ces
canaux sont particulierement exprimés dans les CE et participent au remodelage des vaisseaux
pulmonaires dans I’'HTP (Ducret et al., 2010, Courtois et al., 2010, Parpaite et al., 2016, Ying et al.,
2013). Cependant, bien que la dysfonction endothéliale joue un réle majeur dans la
physiopathologie des maladies cardiovasculaires, les mécanismes cellulaires et moléculaires sous-
jacents par lesquels les NPs de NiO induisent un stress oxydant et modifient la signalisation

calcique dans les CE pulmonaires humaines n'ont pas encore été rapportés.

Objectifs :

Dans ce contexte, les objectifs de cette étude sont d'évaluer, in vitro, dans les cellules
endothéliales d'arteres pulmonaires humaines (HPAEC), la toxicité des NPs de NiO en étudiant :
(i) 1a caractérisation physicochimique des NPs, (ii) la cytotoxicité, (iii) I'internalisation des NPs, (iv)
le stress oxydant, (v) la réponse pro-inflammatoire, (vi) le dysfonctionnement mitochondrial et
I'apoptose, (vii) I'altération de la signalisation calcique et (viii) la biodisponibilité du monoxyde

d’azote (NO).
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ABSTRACT

In New Caledonia, anthropic activities, such as mining, increase the natural erosion of soils in
nickel mines, which in turn, releases nickel oxide nanoparticles (NIONPs) into the atmosphere.
Pulmonary vascular endothelial cells represent one of the primary targets for inhaled nanopar-
ticles. The objective of this in vitro study was to assess the cytotoxic effects of NiONPs on
human pulmonary artery endothelial cells (HPAEC). Special attention will be given to the level
of oxidative stress and calcium signaling, which are involved in the physiopathology of cardio-
vascular diseases. HPAEC were exposed to NiONPs (0.5-150 pg/cm?) for 4 or 24 h. The following
different endpoints were studied: (i) ROS production using CM-H,DCF-DA probe, electron spin
resonance, and MitoSOX probe; the SOD activity was also measured (ii) calcium signaling with
Fluo4-AM, Rhod-2, and Fluo4-FF probes; (iii) inflammation by IL-6 production and secretion and,
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(iv) mitochondrial dysfunction and apoptosis with TMRM and MitoTracker probes, and
AnnexinV/Pl. Our results have evidenced that NiONPs induced oxidative stress in HPAEC. This
was demonstrated by an increase in ROS production and a decrease in SOD activity, the two
mechanisms seem to trigger a pro-inflammatory response with IL-6 secretion. In addition,
NiONPs exposure altered calcium homeostasis inducing an increased cytosolic calcium concen-
tration ([Ca®*]) that was significantly reduced by the extracellular calcium chelator EGTA and
the TRPV4 inhibitor HC-067047. Interestingly, exposure to NiONPs also altered TRPV4 activity.
Finally, HPAEC exposure to NiONPs increased intracellular levels of both ROS and calcium
([Ca**],) in mitochondria, leading to mitochondrial dysfunction and HPAEC apoptosis.

Introduction emission of atmospheric particles is amplified by an
increased erosion of ultramafic soils,
anthropic activities, such as mining (He, Yang, and

Stoffella 2005; Pasquet et al. 2016) increasing the

New Caledonia is one of the largest nickel pro- due to

ducers in the world, producing about 158 000 tons
of nickel per year. The mineral resources are con-

centrated in ultramafic formations covering nearly
30% of the New Caledonian subsoils (Isnard et al.
2016). Ultramafic soils are characterized by a high
concentration of trace elements including nickel
(Ni), chromium (Cr), cobalt (Co), and manganese
(Mn) (Losfeld et al. 2015). Soil erosion releases par-
ticles into the atmosphere, such as Ni particles. The

release of ultrafine particles (UFPs). They are called
nanoparticles (NPs) once manufactured. Anthropic
activities are, in turn, favored by the industry with
the current development of nanotechnologies. The
hydrometallurgical process contributes to Ni UFPs
oxidation that mostly generates nickel oxide in
redox state + Il (NiO*") (Yokel, Lasley, and Dorman
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2006). Thereafter, NiO nanoparticles (NiONPs) can
be used in many areas of industry, such as catalysts,
energy storage devices, or lithium-ion batteries
(especially for electric cars) (Imran Din and
Rani 2016).

However, this increased use of NIiONPs may con-
tribute to anthropic emission of particles increase
and hence increase the risk of particle inhalation by
workers and surrounding populations. This leads to
a public health concern. Some recent studies
revealed significant contamination of the popula-
tions of New Caledonia because of soil enrichment
by this metal (St-Jean et al. 2018). Moreover, it has
been shown that nickel refinery workers had ele-
vated nickel levels in lung tissues (Andersen and
Svenes 1989) and that cardiovascular diseases were
more prevalent among those workers (Norseth
1994). Thus, it is crucial to evaluate the potentially
toxic effects of NiONPs due to the significant
increase of anthropic emissions and the variety of
their application. In particular, the workers and sur-
rounding populations must have to undergo a
risk assessment.

NiONPs are mainly composed of metal elements.
They are potentially more harmful than larger-sized
particles because of their high surface reactivity,
their physical properties, and their large surface
area leading to greater interactions with biological
systems (Oberdorster, Oberdorster, and Oberdorster
2005). After inhalation, NPs deposition in the lungs
is greater than larger-sized particles (>1 pm),
because NPs are able to accumulate in lung alveoli
and in lung parenchyma near the pulmonary
arteries (Horemans et al. 2012). Compared to larger-
sized particles, NPs can efficiently cross the pulmon-
ary epithelial barrier to reach the pulmonary circula-
tion, where they can be in direct contact with
endothelial cells (ECs) that line the inner surface of
arteries (Miller et al. 2017). Nemmar et al. (2002),
have demonstrated that inhaled NPs can translocate
from the lung into the blood. Therefore, NPs likely
interact with ECs. ECs play a major role in vascular
diseases because they are involved in vascular tone
regulation, coagulation control, and vascular barrier
integrity (Sandow et al. 2012). Previous in vivo stud-
ies have evaluated the pulmonary toxicity of
NiONPs after intra-tracheal installation in rodents
(Wistar rats and mice). NiONPs exposure resulted in
pulmonary inflammation characterized by alveolar

proteinosis and a significant increase in neutrophils,
eosinophils, macrophages, and lymphocytes and in
pulmonary fibrosis (Senoh et al. 2017; Chang et al.
2017; Mo et al. 2019).

Other in vitro studies have demonstrated that
NiONPs cause oxidative stress and calcium signaling
alterations. Both are critical events involved in the
physiopathology of cardiovascular diseases such as
pulmonary hypertension (PH) (Guibert, Marthan,
and Savineau 2007; Lai, Lu, and Wang 2015).
Oxidative stress has been identified as the common
mechanism of cellular damage after exposure to
NPs (Deweirdt et al. 2020). The number of reactive
oxygen species (ROS) generated was higher than
exposure to larger particles, likely due to NPs higher
surface area (Sioutas, Delfino, and Singh 2005). As
regards calcium signaling alterations, previous stud-
ies have shown that intrapulmonary arteries expos-
ure to engineered NPs alters vascular reactivity
(Courtois et al. 2010; Ying et al. 2013). Calcium
homeostasis is controlled by calcium intracellular
stores (i.e. endoplasmic reticulum and mitochon-
dria), and calcium influx through membrane chan-
nels, such as stretch-activated channels (SAC)
(Filippini, D’Amore, and D'Alessio 2019). Therefore,
alterations of calcium intracellular stores and/or SAC
activity may lead to increased cytoplasmic calcium
concentrations. SAC include the mechanosensitive
ion channels TRPV (Transient Receptor Potential
Vanilloid). TRPV1 and TRPV4 expression are
increased in vascular cells, and these channels play
a role in pulmonary vessels remodeling, a major PH
pathophysiological feature (Ducret et al. 2010;
Parpaite et al. 2016). In addition, Goswami et al.
have suggested that TRPV4 channels are a potential
target for NiNPs and participate in cellular homeo-
stasis alteration by regulating microtubules and
actin (Goswami et al. 2010). Interestingly, it has
been shown that a 4h-exposure to NiONPs
(1-10 pg/ml) increases intracellular calcium concen-
tration in BEAS-2B pulmonary epithelial cells,
through an interaction between NiONPs and cal-
cium channels such as TRPV4 (DI Bucchianico
et al. 2018).

However, although endothelial dysfunction is
known to play a major role in the pathogenesis of
vascular diseases such as PH, the underlying cellular
and molecular mechanisms by which NiONPs alter
calcium signaling in human pulmonary endothelial



cells have not been reported yet. In this respect,
the objectives of the proposed in vitro study are to
assess these NiONPs-dependent mechanisms in
human pulmonary artery endothelial cells (HPAEC).
In this work, we first focused on characterizing the
NiONPs used. Then, we investigated NiONPs-
induced HPAEC cytotoxicity, oxidative stress, pro-
inflammatory response, mitochondrial dysfunction,
and apoptosis, as well as altered calcium signaling
and nitric oxide (NO) bioavailability in these cells.

Materials and methods

Human pulmonary arterial endothelial
cells culture

Human pulmonary arterial endothelial cells (HPAEC)
were isolated from the pulmonary artery main
branch of 2 donors, a 56-year-old Caucasian male
and a 37-year-old Caucasian female (N°433Z034.1
and N°451Z031.14, respectively; PromoCell®,
Germany). HPAEC were cultured in Endothelial Cell
Growth Medium (ECGM) supplemented with
Supplement Mix, following manufacturer's guide-
lines (PromoCell®). Cells were seeded at 20 000
cells/cm? on 25cm? culture flasks and were main-
tained at 37°C, in a 95% humidity air and 5% CO,.
Cell passages were performed after about 80% con-
fluence had been achieved. All experiments have
been conducted on HPAEC from passages 2-8

Reagents and chemicals

HPAEC cells were cultured in ECGM from
PromoCell®. The standard physiological salt solution
(PSS) was composed of: 130 mM NaCl, 5.6 mM KCl,
8 mM HEPES, 11 mM Glucose, 1 mM Mg®" and 2mM
Ca®*; adjusted at pH = 7.4. The Krebs-HEPES Buffer
(KHB) was composed of 118.4 mM NaCl, 4.7 mM KCl,
1.2mM MgSO,;, 4mM NaHCO; 1.2mM KH,PO,,
2mM CaCl,, 10mM HEPES and 6 mM D-Glucose.
Fluo-4-AM green dye (1pM), MitoSOX™ red dye
(5uM), Fluo-4FF green dye (10puM), TMRM red
dye (100 nM), 4-Amino-5-Methylamino-2',7'-
Difluorofluorescein Diacetate (DAF-FM) green dye
(5uM) and Hoechst 33342 blue dye (2puM) were
purchased from ThermoFischer Scientific,
Invitrogen™ (France), except Rhod-2, AM red dye
(1 pM) which was purchased from Euromedex
(France). All of the following chemical reagents

NANOTOXICOLOGY (&) 3

were purchased from Sigma-Aldrich (France) and
used as follows: ethylene glycol-bis(B-aminoethyl
ether)-N,N,N’,N"-tetraacetic acid (EGTA), as a chelator
of extracellular calcium and diluted in ECGM (final
concentration 5mM); superoxide dismutase-poly-
ethylene glycol (PEG-SOD) and catalase-polyethy-
lene glycol (PEG-CAT), as antioxidant enzymes and
diluted in ECGM (300 U/mL and 600 U/mL, respect-
ively); GSK-1016790A, as a TRPV4 channel agonist
(100 nM); 2-methyl-1-(3-morpholin-4-ylpropyl)-5-phe-
nyl-N-[3-(trifluoromethyl)phenyl] pyrrole-3-carboxa-

mide (HC-067047), as a TRPV4 channel
antagonist (1 uM).

NiO nanoparticles

NiONPs characterization

Nickel () oxide nanoparticles (NiONPs) (Cat.

No.637130) were purchased from Sigma-Aldrich
(USA). These particles partly characterized by the
manufacturer have the following physical and
chemical characteristics: mean aerodynamic diam-
eter: 50nm (as assessed by Transmission Electron
Microscopy, TEM), density: 6.67 g/ml, purity: 99.8%
trace metals basis, refractive index: 1.331 and vis-
cosity: 0.888cP. NiONPs were suspended in ECGM
at a final concentration of 2mg/ml and stored at
4°C until use. Before use, stock suspensions were
vortexed, sonicated 30s three times (Vibracell
75186, 130W, 56-60Hz), and diluted extemporan-
eously in ECGM at appropriate concentrations
(0.5-150 pg/cm?).

Hydrodynamic size distributions and zeta potential

The hydrodynamic size distribution of NiONPs dis-
persed in ECGM was assessed at a concentration of
9.5ug/mL (5pg/cm?) by Dynamic Light Scattering
(DLS), using a VASCO particle size analyzer from
Cordouan Technologies® (Pessac, France), as previ-
ously described (Deweirdt et al. 2020). The size dis-
tribution data were analyzed using a probabilistic
self-learning algorithm, so-called Sparse Bayesian
Learning (SBL), adapted for highly polydispersed
particle suspensions, to improve the resolution of
multimodal size distributions. To evaluate NiONPs
surface charge, Zeta potential values of NiONPs
were measured using laser Doppler electrophoresis
and a Wallis zeta potential analyzer from Cordouan
Technologies®. NiONPs were dispersed at 0.2g/L in
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1mM KNOs. The pH value of the dispersion was
adjusted by adding droplets of 10% HNO3; or 1M
NaOH solutions. Six measurements were performed
for each pH value. Then, in order to check the influ-
ence of serum proteins and of other components of
the cell growth medium which can be adsorbed on
their surface, NiONPs were incubated for 5min
(0.2mg/ml), then the ECGM was centrifuged and
dispersed in 1 mM HEPES adjusted to pH 7.4.

To investigate for all further experiments the
mechanism of NiONPs-induced toxic effect in
HPAEC, two-time points were performed (4 h or/and
24 h) according to kinetic preliminary studies.

NiONPs internalization

Transmission Electronic Microscope (TEM) was used
to study NiONPs internalization. Cells were seeded
at 20 000 cells/cm? in Lab-Teck chambers (Dutsher,
France), and cultured in supplemented ECGM, for
24 h at 37°C and 5% CO.. Cells were then exposed
or not to NiONPs at 5pg/cm?. After a 4 h-exposure
to NiONPs, cells were fixed with 1.6% paraformalde-
hyde and 2% glutaraldehyde in 0.08 M cacodylate
buffer (pH 7.4) for 2h at room temperature (RT).
After washing in 0.1 M cacodylate buffer, cells were
post-fixed in a mix of 1% osmium tetroxide (v/v)/
1% potassium ferricyanide K3Fe(CN)6 (p/v) in 0.1 M
cacodylate buffer, for 2h, on ice in the dark. Then,
samples were washed in water and stained in 0.5%
aqueous uranyl acetate solution for 30 min at RT
and in the dark. Subsequently, cells were washed,
dehydrated through a series of graded ethanol, and
finally embedded, first in a mixture of pure ethanol
and epoxy resin 50/50 (v/v) (Epon 812; Delta
Microscopie, Toulouse, France) for 2h and then in
100% resin overnight at RT. The resin polymeriza-
tion was achieved after 48 h at 60 °C. Samples were
then cut using a diamond knife (Diatome,
BielBienne, Switzerland) using an ultramicrotome
(EM UCT, Leica Microsystems, Vienna, Austria).
Ultrathin sections (65 nm) were laid on copper grids
and then stained with Uranyless (Delta
Microscopies, Toulouse, France) and lead citrate.
Grids were examined with a Transmission Electron
Microscope (H7650, Hitachi, Tokyo, Japan) at 80 kV.

Cytotoxic assay

Cell viability was assessed by the determination of
cell mitochondrial metabolic activity using the WST-
1 (Water Soluble Tetrazolium) cell proliferation
reagent (Roche, France) according to the manufac-
turer's recommendations. It is a colorimetric
method for determining mitochondrial metabolic
activity (viable cells). This assay, in which a succin-
ate-tetrazolium reductase enzyme can convert a
tetrazolium salt compound (WST-1) into an aqueous
soluble and colored formazan, assumes that the
relative number of viable cells is proportional to the
mitochondrial enzymatic activity. Cells were seeded
at 20 000 cells/cm? in a 96-well plate and cultured
for 24h. After a 24h-exposition with NiONPs
(1-150 ug/cm?), cells were rinsed with ECGM and
incubated for 3h with WST-1 reagent. The absorb-
ance was measured at 450nm by spectrophotom-
etry using a microplate spectrophotometer reader
(SPECTROstarNano2.10, BMG Labtech®, Germany).
The working concentrations for all further experi-
ments (for which the mortality rate was less than
30%) were all determined with this test.

Oxidative stress

Cells were seeded at 20 000 cells/cm? in 12-well,
24-well, or 96-well plates and cultured for 24h at
37°C and 5% CO, Cells were then exposed to
NiONPs (0.25-5 ug/cm?) for 4 or 24h.

Global reactive oxygen species production

Intracellular ROS production was assessed using the
CM-H,DCFDA probe (Fisher Scientific®), according
to the manufacturer's recommendations and
adapted from previous studies (Chen et al. 2010).
The non-fluorescent CM-H,DCFDA reagent diffuses
rapidly through the cell membrane and is hydro-
lyzed by intracellular esterases to a non-fluorescent
oxidative sensitive form (CM-H,DCF) that is oxidized
by ROS to generate a highly fluorescent adduct
with a fluorescent intensity proportional to intracel-
lular ROS production. Cells were rinsed with ECGM
without serum and were pre-incubated for 20 min
with CM-H,DCFDA probe (final concentration
20uM) before a 4h-exposure to NiONPs.
Fluorescence intensity was measured by spectro-
fluorimetry at 485/520 nm (excitation/emission) by



using the FLUOstar Omega 2.10 plate reader, and
the analyses were performed with the MARS Data
Analysis Software 230 R3 (BMG Labtech®).
Hydrogen peroxide, H,O,, was used as the positive
control (1 mM).

Cytoplasmic superoxide anion production
Superoxide anion production was measured using
the spin probe 1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-
2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine  (CMH,  Noxygen®)
according to the manufacturer’'s recommendations
and as previously described (Deweirdt et al. 2017).
EPR spin trapping is one of the specific techniques
used to study free radical production such as the
superoxide anion. However, the very short life span
and the relatively low concentration of superoxide
anion (O,") made the measurement difficult to
develop. The CMH probe has the property of being
soluble and makes it possible to measure intracellu-
lar O,~ (Dikalov et al. 2011; Konczol et al. 2012).
Moreover, the CMH probe can be oxidized by O,
to generate a stable nitroxide radical (CM®) easily
detectable by EPR spectroscopy. After a 4 h-expos-
ure to NiONPs, cells were incubated for 20 min with
the spin-probe mix containing CMH (500 uM), dieth-
yldithiocarbamate (5 uM), and deferoxamine (25 pM)
in KHB solution. Then, HPAEC were scraped, homo-
genized, and frozen in a syringe in liquid nitrogen
before EPR analysis. All the EPR spectra were
recorded using the Spectrometer X Miniscope
MS200 (Magnettech®, Germany). The EPR parame-
ters have been previously described (Deweirdt et al.
2017). Following EPR spectra readings, protein
quantities were measured by a Lowry test (Lowry
reagent, Sigma Aldrich®), according to the manufac-
turer’s recommendations. The results were normal-
ized to protein quantities and expressed as EPR
signal amplitudes in arbitrary units (AU)/mg
of protein.

Mitochondrial O, production

Production of mitochondrial superoxide anion (O,
m) Wwas assessed using MitoSOX™ red dye
(ThermoFischer®), according to the manufacturer’s
recommendations by confocal microscopy (TE 2000,
Nikon). After a 4 h-exposure to NiONPs, cells were
incubated for 30min (37°C, in the dark), with a
MitoSOX probe in physiological salt solution (PSS).
The MitoSOX probe was co-incubated with a
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mitochondrial probe (Mitotracker) and a nucleus
probe (Hoechst 33342). Fluorescence intensity was
measured for MitoSOX at 543/605nm, Mitotracker
at 488/515nm, and Hoechst 33342 at 408/450 nm
(excitation/emission). For all the confocal micros-
copy experiments, the plates were observed with
an X 200 magnification with an oil immersion
objective on a laser scanning confocal microscope.
MitoSOX fluorescence intensity is proportional to
the rate of probe oxidation. Analyses were per-
formed using the NIS-Elements AR software 3.0 and
Microsoft Office Excel.

Superoxide dismutase enzyme activity

The superoxide dismutase (SOD) enzymatic activity
was measured with a commercially available kit
(19160 SOD determination kit, Sigma-Aldrich®, USA).
This kit also uses WST-1, which produces a water-
soluble formazan dye upon reduction with the
superoxide anion. The rate of the reduction with
O, is linearly related to the xanthine oxidase activ-
ity and is inhibited by SOD. The IC50 (50% inhib-
ition of SOD activity) was determined by a
colorimetric method. Inhibition of SOD activity can
be quantified by measuring the decrease in color
development at 440nm. After a 24h-exposure
to NiONPs, supernatants, and cells were used for
analysis according to the manufacturer’'s recommen-
dations, to determine both intracellular and
extracellular SOD activity. The absorbance of
supernatants and cells was measured at 440 nm by
spectrophotometry using a microplate spectropho-
tometer reader (SPECTROstarNano2.10, BMG
Labtech®, Germany).

Production of nitric oxide (NO) and NO
metabolites

Cells were seeded at 20 000 cells/cm? in 12-well or
96-well plates and cultured for 24 h at 37°C and 5%
CO,. Cells were then exposed to NiONPs (0.5-5 pg/
cm?) for 4 or 24 h.

Production of NO

Production of NO was assessed by confocal micros-
copy using the DAF-FM probe (ThermoFischer®),
according to the manufacturer's recommendations.
After a 4h or 24 h exposure with NiONPs, cells were
incubated for 30min (37°C, in the dark), with a
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DAF-FM probe in PSS, and co-incubated with a
nucleus probe (Hoechst 33342). Fluorescence inten-
sities were measured at 488/515nm (excitation/
emission) for the DAF-FM and at 408/450 nm
for the Hoechst 33342. The DAF-FM fluorescence
intensity is proportional to the rate of probe oxida-
tion. The analyses were performed using
the NIS-Elements AR software 3.0 and Microsoft
Office Excel.

Production of NO metabolites

Nitrite and nitrate products were assessed in HPAEC
supernatants by using the Griess reagent (Sigma-
Aldrich®), according to the manufacturer’s recom-
mendations. After a 24 h-exposure to NiONPs, the
supernatants were removed, collected, and centri-
fuged at 10 000g for 10min at 4°C. The superna-
tants were then analyzed according to the
manufacturer’'s guidelines and the absorbance
was measured at 540nm by spectrophotometry,
using a microplate spectrophotometer reader
(SPECTROstarNano2.10, BMG Labtech®, Germany).
N,-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride
(L-Name) was used as a negative control (final con-
centration 10~* M) and Sodium nitroprusside (SNP)
was used as a positive control (final concentration
107* M).

Endothelin-1 production

Cells were seeded at 20 000 cells/cm? in a 12-well
plate and cultured for 24 h, at 37°C and 5% CO,.
Cells were rinsed with the culture medium and
exposed to NiONPs (0.5-5 pg/cm?) for 24h.
Supernatants were then collected, centrifuged at
10 000g for 10min at 4°C, and analyzed using
Endothelin-1 kit (Endothelin-1 ELISA kit, Enzo Life
Sciences®, France), according to the manufacturer's
guidelines. The absorbance was measured at
450nm by spectrophotometry using a microplate
spectrophotometer reader (SPECTROstarNano 2.10,
BMG Labtech®, Germany).

Pro-inflammatory effects: expression and
secretion of interleukin (IL)-6

Cells were seeded at 20 000 cells/cm? in a 12-well
plate and cultured for 24 h, at 37°C and 5% CO,.
Cells were rinsed with the culture medium and

exposed to NiONPs (0.5-5pg/cm?) for 24h.
Supernatants were then collected, centrifuged at
10 000g for 10 min at 4°C, and analyzed using an
ELISA kit (Human IL-6 DuoSet® ELISA R&D Systems,
USA), according to the manufacturer's guidelines.
The absorbance was measured at 450 nm and cor-
rected at 570nm by spectrophotometry using
a microplate spectrophotometer reader
(SPECTROstarNano 2.10, BMG Labtech®, Germany).

Cytoplasmic, endoplasmic reticulum, and
mitochondrial calcium measurements

Variations in intracellular calcium [Ca®'];, endoplas-
mic reticulum (ER) calcium [Ca®"1z and mitochon-
drial calcium [Ca®'], were detected respectively
using the Fluo-4-AM green dye, the Fluo-4FF AM
green dye and the Rhod-2 AM red dye, according
to the manufacturer’s guidelines. Cells were seeded
at 20 000 cells/cm? in a 96-well plate and cultured
for 24h at 37°C and 5% CO,. After a 4 h-exposure
with NiONPs (0.5-5pg/cm?), cells were incubated
for 30 min (37 °C, in the dark), with the different flu-
orescents probes in PSS. Some cells were pretreated
for 1h with HC-067047 (1 uM) (which was then also
left during exposure to NiONPs). Some cells were
also incubated with EGTA (5 mM) during the experi-
ments. An increase in [Ca®']; after cell treatment
with the TRPV4 agonist GSK-1016790A (10 nM) was
also evaluated. The Fluo-4-AM probe, Rhod-2, AM
probe, and Fluo-4FF, AM probe were co-incubated
with a nucleus probe (Hoechst 33342). The plates
were observed at X 200 magnification with an oil
immersion objective on a laser scanning confocal
microscope (TE 2000, Nikon). The fluorescence
intensity was measured for Rhod-2 at 543/605nm,
for Fluo-4-AM and Fluo-4FF at 488/515nm and for
Hoechst 33342 at 408/450 nm (excitation/emission).
For each experiment 20 to 30 cells were analyzed
per well. The analyses were performed using NIS-
Elements AR software 3.0 and Microsoft
Office Excel.

Mitochondrial activity

Mitochondrial membrane potential measurement

The mitochondrial membrane potential (YMP) was
measured by confocal microscopy using TMRM red
dye (Tetramethylrhodamine, Methyl Ester,



Perchlorate, ThermoFischer) according to the manu-
facturer’'s guidelines. Cells were seeded at 20 000
cells/cm? in a 96-well plate and cultured for 24 h at
37°C and 5% CO,. After a 4 h-exposure to NiONPs
(0.5-5pg/cm?), cells were incubated for 20min
(37°C, in the dark) with a TMRM fluorescent probe
in PSS. The TMRM probe was co-incubated with a
nucleus probe (Hoechst 33342). The fluorescence
intensity was then measured at 543/605 nm (excita-
tion/emission). The analyses were performed using
the NIS-Elements AR software 3.0 and Microsoft
Office Excel.

Mitochondrial mass

The mitochondrial mass was measured using con-
focal microscopy using the Mitotracker green dye
(ThermoFischer) according to the manufacturer's
guidelines. Cells were seeded at 20 000 cells/cm? in
a 96-well plate and cultured for 24h at 37°C and
5% CO,. After a 4h-exposure to NiONPs (0.5-5 pg/

NANOTOXICOLOGY @ 7

Canto flow cytometer (Bioscience®, France) to
detect life, apoptotic, and necrotic cells.

Gene expression

A polymerase chain reaction (PCR) was performed
to evaluate IL-6, TRPV4, and bcl-2 mRNA expres-
sions. Cells were seeded at 20 000 cells/cm? in a
12-well plate and cultured for 24 h at 37°C and 5%
CO.. Cells were rinsed with the culture medium and
exposed to NiONPs (0.5-5 ug/cm?) for 24 h. After a
24 h-exposure, mRNA extraction and purification
were performed using a commercially available kit
(SV Total RNA Isolation System, Promega), according
to the manufacturer's recommendations. Reverse
transcription was carried out by M-MLV (Moloney
Murine Leukemia Virus) Reverse Transcriptase kit
(Promega). Finally, a real-time quantitative PCR
(gPCR) analysis was performed using a LightCycler®
480 (Roche) with a first cycle at 95°C for 2 min, fol-

Primers Sense Antisense

IL-6 5’-ACAGCCACTCACCTCTTCAG-3' 5'-TGGAAGCATCCATCTTTTTC-3'

TRPV4 5'-CGCAAGTGGAGGACTGATGA-3' 5'-TAGAAATGAGTGGGCAGAGAAGCT-3
Bcl-2 5'-GGCCTTCTTTGAGTTCGGTG-3’ 5/-CATCCCAGCCTCCGTTATCCTG-3
RPL13 5'-GGGAGCAAGGAAAGGGTCTTA-3 5/-CACCTGCAAATTCTCCGAGT-3’
GAPDH 5'-CACATGGCCTCCAAGGAGTAA-3' 5'-TGAGGGTCTCTCTCTTCCTCTTGT-3'
Gusb 5'-TGAAATCGGCAAAATTCCAAAT-3’ 5/-CCATCTGGGTCTGGATCAAAA-3’

cm?), cells were incubated for 30 min (37°C, in the
dark) with the MitoTracker probe in PSS. The
Carbonylcyanure m-chlorophénylhydrazone (cccp)
was used as a positive control (final concentration
5um). The MitoTracker probe was co-incubated
with a nucleus probe (Hoechst 33342). The fluores-
cence intensity was measured at 408/450 nm (exci-
tation/emission). The analyses were performed
using the NIS-Elements AR software 3.0 and
Microsoft Office Excel.

Apoptosis induction

The Annexin V-FITC/propidium iodide (PI) kit
(ThermoFischer) was used according to the manu-
facturer’s guidelines for the detection of apoptosis
and necrosis. Cells were seeded at 20 000 cells/cm?
in a 12-well plate and cultured for 24 h at 37°C and
5% CO,. After a 24h-exposure to NiONPs
(0.5-10 ug/cm?), supernatants and cells were ana-
lyzed for 1h by flow cytometry using a BD FACS

lowed by 45 cycles at 95°C for 15s and at 60 °C for
1 min. The ribosomal protein (RPL13), the glyceral-
dehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), and
the B-glucuronidase (Gusb) genes were used as
internal controls. The following primer sequences
were used:

Statistical analysis

Each experimental condition was independently
repeated several times (n indicates the number of
experiments) and for each independent experiment,
3-8 wells per condition were assessed. Data are
expressed as mean+Standard Error of the Mean
(SEM) for n independent experiments. Statistical
analyses have been performed using either one-way
ANOVA followed by Tukey’'s post-test for multiple
comparisons when n > 30, or Kruskal-Wallis test fol-
lowed by Dunn'’s post-test when n < 30. (*p < 0.05,
**p <0.01, ***p<0.001 and ****p<0.0001) All
data were analyzed using Graphpad PRISM software



8 (&) O. GERMANDE ET AL.

@

=
=]

& 8
=
@
[ ]
8

w
(=]

8
o

Zeta potential mV

pH

-

per—1

1 10 100 1000 10000

Diameter
(nm)

Figure 1. Characteristics of NiONPs in ECGM. (A) NiONPs in ECGM observed by transmission electronic microscope (TEM). (B) Size
distribution of NiONPs (5 pg/cm?) measured by DLS. (C) Zeta potential of NiONPs (Da) HPAEC observed by TEM, control (X12000).
(Db) NiONPs (5 ug/cm?) internalization and intracellular localization in HPAEC (X15000). White arrows show intracellular NiONPs
aggregate, ‘n’ corresponds to the nucleus, ‘m’ corresponds to the mitochondria. Statistically significant at p < 0.05(*), p < 0.01(*¥)

and p < 0.001(***) as compared to untreated control cells.

(v6, Graphpad Software). p-Values < 0.05 were con-
sidered significant.

Results
Characterization of NiONPs

Dynamic light scattering measurement (DLS) was
implemented to assess the colloidal stability state
of NiONPs in the culture medium. The results at
5ug/cm® showed a peak detected around
400+20nm, indicating a flocculation state of
NiONPs of 50 nm unit size (Figure 1(A,B)). In Figure
1(C), we observe that NiONPs display positive zeta
potential values from pH 4 to 11 with a decrease in
alkaline media. These results are in accordance with

the literature showing zero point of charge around
pH 11 (Zheng et al. 2017). For the physiological pH
value (i.e. 7.4) NiONPs are positively charged with a
quite high potential value of around +40mV. The
value of the zeta potential after incubation in ECGM
is radically modified, becomes negative (—26.26).
Serum proteins present in the culture medium are
mostly negatively charged with pl < 7.4. This
change of zeta potential after incubation may be
due to a protein corona formation, mainly driven
by electrostatic interaction at NiONPs surface
(among other types of interactions that may occur).
After a second washing with 1 mM HEPES buffer at
pH 7.4, the absolute potential value slightly
increased further (—36.69), which may be explained
by a screening of counter ions that are displaced



during the second washing. This result also sug-
gests that some of these proteins are strongly
adsorbed on NiONPs.

Internalization of NiONPs in HPAEC

TEM was performed to observe NiONPs uptake and
localization in HPAEC after a 4h-exposure (5pg/
cm?). Control cells are shown in Figure 1(Da). After
a rapid internalization, NiONPs were mainly clus-
tered in vesicles in the cytoplasm (Figure 1(Db)).
Internalized NiONPs were mostly organized in
aggregates of various sizes. NiONPs were also local-
ized near the nucleus or near mitochondria
(Figure 1(Dc)).

NiONPs decrease cell viability

To understand the mechanism of NiONPs-induced
effect in HPAEC, the nontoxic range of NiONPs con-
centration (mortality rate < 30%) was first investi-
gated by using the WST-1 test. Cytotoxic effect was
evaluated on HPAEC after a 24h-treatment with
NiONPs. The results showed a significant and con-
centration-dependent decrease of cell viability start-
ing from 2 pg/cm? (78.25% of viability, *p < 0.05) as
compared to untreated cells (Figure 2(A)). These
results also showed that HAPEC mitochondrial activ-
ity decreased in a concentration-dependent manner
upon exposure to NiONPs.

NiONPs induce oxidative stress

To investigate the oxidative stress, different assays
were performed, to measure global ROS production,
cytoplasmic superoxide anion (O,") production, and
mitochondrial O,” production. In addition, the anti-
oxidant response has been evaluated by measuring
SOD enzymatic activity.

Cytoplasmic ROS production

After a 4h-exposure of HPAEC to NiONPs
(0.25-5 pg/cm?), we observed a significant and con-
centration-dependent increase in intracellular global
ROS production (13.28%; 14.08%; 14.04% and
15.57% respectively for 0.5, 2.5, 1, and 5 pg/cm?) as
compared to untreated cells (Figure 2(B)).
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Cytoplasmic O, production

After a 4h-exposure to NiONPs (0.5-5 pg/cm?), we
observed a significant and concentration-dependent
increase in intracellular O,” production (5854.29 AU/
(mg/ml) of protein and 5881.67 AU/(mg/ml) of pro-
teins, respectively for 2.5 and 5pg/cm? as com-
pared to untreated cells (Figure 2(C)).

Mitochondrial O, production

After a 4 h-exposure of HPAEC to NiONPs (0.5-5 pg/
cm?), we observed a significant concentration-
dependent increase in mitochondrial O, production
(143.36% and 170.17% respectively for 2.5 and
5ug/cm?), as compared to untreated cells
(Figure 2(D)).

SOD activity

After a 24h-exposure of HPAEC to NiONPs
(0.5-5ug/cm?), a significant decrease in SOD
enzymatic activity was observed at the two highest
concentrations tested (2.5 and 5pg/cm? with
58.13% and 59.56% respectively), compared to the
untreated cells (Figure 2(E)).

NiONPs increase IL-6 expression and secretion

IL-6 mRNA expression and IL-6 secretion were
measured in HPAEC by gPCR and ELISA assays,
respectively. After a 24h-exposure to NiONPs
(0.5-5pg/cm?), the results showed a significant
increase in both IL-6 mRNA expression and IL-6
secretion at 5pg/cm? (80.30pg/mg of proteins) as
compared to untreated cells (Figure 3(A,B)). In order
to determine whether the inflammatory response
induced by NiONPs involved oxidative stress, the
same experiments were performed using antioxi-
dant enzymes. After a 1-h pretreatment of HPAEC
with both PEG-SOD and PEG-CAT, followed by a
24 h-exposure to NiONPs (5 pg/cm?), no significant
effect on IL-6 secretion was observed anymore, as
compared to untreated cells (Figure 3(C)). These
results, therefore, show that ROS production con-
tributes to the pro-inflammatory response observed
in HPAEC after exposure to NiONPs (5 pg/cm?).

NiONPs increase the cytosolic calcium level

The basal cytoplasmic calcium concentration was
measured in HPAEC. After a 4h and a 24 h-exposure
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Figure 2. Viability cells and Oxidative stress on HPAEC after NiONPs exposure. (A) Cell viability was measured after a 24 h-expos-
ure with NiONPs (1-150 ug/cm®) by the colorimetric WST-1 assay. Results are expressed as the percentage of cell viability in
treated cells, as compared to control cells (100%). Data were mean + SEM of four independents experiments, n=4 (eight wells/
concentration). (B) Global intracellular ROS production after 4 h-exposure with NiONPs was measured by spectrofluorimetry via
CM-H,DCFDA probe assay. (C) Intracellular O,~ production after 4 h-exposure with NiONPs, measured by EPR spectrometer with
CMH probe. Results are expressed in EPR signal amplitude in arbitrary units (AU)/mg/mL of proteins. (D) Mitochondrial O, pro-
duction after 4 h-exposure with NiONPs, measured with MitoSOX probe (5 pM), by confocal microscopy. The values were normal-
ized to untreated cells, and results are expressed as the fold change of MitoSOX probe fluorescence intensity, relative to control
cells. (E) SOD activity was measured by a colorimetric test after 24 h-exposure with NiONPs (0.5-5 pg/cm?). The values were nor-
malized to the untreated cells and results were expressed as the SOD activity inhibition rate relative to the control cells. Data
were mean=SEM of three independents experiments, n=3 (three wells/concentration). Statistically significant at p < 0.05(*),
p < 0.01(**), and p < 0.001(***), as compared to untreated control cells.
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Figure 3. IL-6 secretion and expression in HPAEC after 24 h-
exposure with NiONPs (0.5-5 pg/cm?). (A) Secretion of IL-6
measured by ELISA assay. The results were expressed as pg/
mg of proteins. Data were mean+SEM of six independents
experiments, n=6 (three wells/concentration). (B) IL-6 mRNA
expression measured by RT-qPCR. The results were expressed
as the fold change of IL-6 mRNA expression relative to the
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Figure 3. (Continued)

control cells. Data were mean+SEM of five independent
experiments (n=15) (three wells/concentration). (C) Effect of
antioxidant enzymes after or not 1h-pretreatment with PEG-
SOD (600U/mL) and PEG-catalase (300U/mL) measured by
ELISA. Data were mean+SEM of three independent experi-
ments (n=3) (three wells/concentration). Results were
expressed as pg/mg of proteins in the supernatant.
Statistically significant at p < 0.05(*) as compared to untreated
control cells.

to NiONPs (0.5-5pg/cm?) calcium imaging was
assessed with Fluo-4-AM probe, and the results
showed that in HPAEC, after a 4 h-exposure, a sig-
nificant concentration-dependent increase of the
basal cytoplasmic calcium levels was observed
(121.17%, 128.1%, and 156.19%, respectively for 0.5,
2.5, and 5pg/cm?), as compared to untreated cells
(Figure 4(A)). Interestingly, after a 24 h-exposure to
NiONPS, this significant increase of cytoplasmic cal-
cium levels was still observed (120.34% and
129.74% for 2.5 and 5 pg/cm?, respectively), as com-
pared to untreated cells (Figure 4(B)), suggesting
that this alteration of calcium homeostasis was
maintained throughout the exposure duration for
2.5 and 5 pg/cm?.

Oxidative stress leads to increased cytoplasmic
calcium levels

In the second set of experiments, in order to deter-
mine whether the NiONPs-induced alterations in
intracellular calcium levels were correlated to oxida-
tive stress, the same experiments were performed
using antioxidant enzymes. With a 1-h pretreatment
with PEG-SOD and PEG-CAT, prior to a 4 h-exposure
to NiONPs (0.5-5pg/cm?), a significant concentra-
tion-dependent increase in cytoplasmic calcium lev-
els was still observed (110.04% and 114.68% for 2.5
and 5pg/cm?, respectively) as compared to
untreated cells (Figure 4(C)). However, pretreatment
with antioxidant enzymes significantly inhibited the
increase in cytoplasmic calcium levels for 0.5ug/
cm?, as compared to NiONPs-treated cells without
antioxidant enzymes. Therefore, the results suggest
that ROS production is only partially involved in the
alterations of calcium levels. Thus, additional experi-
ments were performed in order to elucidate
another potential mechanism involved in NiONPs-
induced calcium signaling alterations.
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Figure 4. Calcium level in HPAEC with NiONPs (0.5-5 pg/cmz). Cytoplasmic (Ica*™1), endoplasmic reticulum ([Ca2+]ER) and mito-
chondrial calcium ([Ca**1,,) levels was measured by confocal microscopy respectively with Fluo-4, AM probe (1 uM), Fluo-4FF, AM
probe (10 pM) and Rhod-2AM probe (1 uM). (A) [Ca?t]; in cells after 4 h-exposure with NiONPs. (B) [Ca2+],~ in cells after 24 h-expos-
ure. (C) Effect of antioxidant enzymes after or not 1h-pretreatment with PEG-SOD (600 U/mL) and PEG-catalase (300 U/mL) and
4 h-exposure with NiONPs. (D) [Ca“]ER in cells after 4 h-exposure with NiONPs. (E) [Ca®*],, in cells after 4 h-exposure with NiONPs.
All values were normalized to the untreated cells and results were expressed as the fold change of the probes fluorescence inten-
sity relative to the control cells (100%). Data are mean + SEM of three independent experiments (n = 3), (six wells/concentration).
Statistically significant at p < 0.001(***), as compared to untreated cells, statistically significant at p < 0.001($%%), as compared to
cells pretreated with antioxidants enzymes.
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Figure 5. Effect of extracellular calcium and TRPV4 channel on [Ca®"]; level rise after NiONPs exposition (0.5-5 pg/cm?). [Ca®'];
was measured with Fluo-4, AM probe (1 uM), by confocal microscopy. (A) Effect of extracellular calcium on [Ca*]; level rise after
4 h-exposure with NiONPs in the presence (1.6mM [Ca®*],) or in absence of extracellular calcium (0mM [Ca®>*]1,). (B) Effect of
TRPV4 agonist after 4 h-exposure with NiONPs: The GSK response (100 nM) was expressed as the Fluo-4 fluorescence ratio (Fmax/
F0). (C) Effect of TRPV4 antagonist after 4 h-exposure with NiONPs and after or not 1 h-pretreatment with HC-067047 (1 uM). Data
were mean + SEM of three independents experiments, (n=3) (five wells/concentration). (D) TRPV4 mRNA expression after 24 h-
exposure with NiONPs, measured by RT-qPCR. The results were expressed as the fold change of TRPV4 mRNA expression relative
to the control cells. Data were mean + SEM of four independents experiments, (n =4) (three wells/concentration). Statistically sig-
nificant at p < 0.01 (**) and p < 0.001(***) as compared to untreated cells statistically significant at p < 0.001(5$$), as compared
to both condition (HC pretreatment or not).

NiONPs alter calcium channels the highest concentration, NiONPs-induced cyto-

plasmic [Ca?*]; rise may involve both extracellular
and intracellular calcium stores. Then, the activity of

To assess the role of extracellular sources in cyto-
plasmic [Ca®']; rise, HPAEC were exposed to

NiONPs (0.5-5pug/cm?) in the presence or in the
absence of extracellular calcium, by use of the
extracellular calcium chelator (EGTA). In the pres-
ence of EGTA, the result showed a significant
increase in cytoplasmic calcium levels, but only at
the highest concentration of 5pg/cm? (109.71%) as
compared to untreated cells (Figure 5(A)). This
observation suggests that for lower concentrations,
NiONPs-induced increase in cytoplasmic calcium
levels only involves extracellular calcium, whereas at

the mechanoreceptor transient receptor potential
vanilloid 4 (TRPV4) channels was assessed. TRPV4
involvement was studied by calcium imaging using
a TRPV4 activator (GSK1016790A) and a TRPV4
antagonist (HC-067047). The results in HPAEC after
a 4h-exposure to NiONPs (0.5-5 pg/cm?) showed a
significant concentration-dependent decrease in the
GSK1016790A response by 0.5 ug/cm?, as compared
to untreated cells (Figure 5(B)). By contrast, no sig-
nificant effect of HC-067047 on NiONPs in basal
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calcium cytoplasmic level was observed, as com-
pared to control cells (Figure 5(C)). The analysis of
TRPV4 mRNA expression after a 24 h-exposure to
NiONPs showed a significant decreased TRPV4
expression (0.37 2724, 0.16 2724 respectively for
2.5 and 5 pg/cm?) compared to untreated cells (1.02
2742 (Figure 5(D)). All these results, therefore,
suggest that the increase in cytoplasmic calcium
levels induced by NiONPs may be related to altered
TRPV4 channel activity.

NiONPs impair intracellular calcium stores

To investigate if a [Ca®"]; rise could also be medi-

ated by intracellular Ca®" stores, particularly by ER
and mitochondria, intracellular calcium content was
studied. In HPAEC after a 4h-exposure to NiONPs
(0.5-5pg/cm?), a significant concentration-depend-
ent increase in ER calcium levels and in mitochon-
dria calcium levels was observed, respectively for
0.5pg/cm? and for 2.5pg/cm? as compared to
untreated cells (Figure 4(D,E)). These results, there-
fore, suggest that NiONPs can increase calcium lev-
els in both organelles, further suggesting that these
organelles may pump calcium from the cytoplasm.

NiONPs induce mitochondria alterations

Our results showed that NiONPs impair mitochon-
dria with an increase in mitochondrial O,~ produc-
tion for 2.5 ug/cm? and with an increase in calcium
mitochondrial levels (Figures 2(C) and 4(E)). The
membrane mitochondrial potential (¥MP) was then
studied using the TMRM probe with confocal
microscopy. As compared to controls, after a 4h-
exposure to NiONPs, both the WYMP (89.98%)
(Figure 6(A)) and the mitochondrial mass decreased
significantly for 0.5 pg/cm? (85.59%) (Figure 6(B)) as
compared to untreated cells. In Figure 6(C), after
HPAEC exposition to NiONPs, mitochondria seemed
fragmented (white arrow), as compared to con-
trol cells.

NiONPs increase apoptosis in HPAEC

After a 24 h-exposure to NiONPs (0.5-10 ug/cm?), a
significant and concentration-dependent increase in
the number of apoptotic HPAEC was detected
(29.32% and 38.34% respectively for 7.5 and 10 pg/

cm?), as compared to untreated cells (Figure 7(A)).
This increased HPAEC apoptosis was then confirmed
by the significant decrease in bcl-2 mRNA expres-
sion, as assessed by RT-qPCR (0.36 2724, after a
24 h-exposure to NiONPs compared to control cells
(1.05 2724 (Figure 7(B)).

NiONPs impair NO production and increase the
production of nitrites and nitrates

The production of NO was measured using the
DAF-FM probe with confocal microscopy, and the
Griess reaction was used to determine reactive
nitrosamine species such as peroxynitrites (ONOQO?).
After a 4 h-exposure of HPAEC to NiONPs (0.5-5 pg/
cm?), a significant increase in NO production was
observed (111.15%, 111.16%, and 109.83%, respect-
ively for 0.5, 2.5, and 5pg/cm? as compared to
untreated cells (Figure 7(C)). Interestingly, after a
24 h-exposure to NiONPs (0.5-5pg/cm?), a signifi-
cant dose-dependent decrease of NO production
was observed (78.49% and 68.60% respectively for
2.5 and 5pg/cm?) as compared to untreated cells
(Figure 7(D)). We have previously shown that after a
4 h-exposure, NiONPs are able to increase intracellu-
lar production of O,” (2.5ug/cm?) in HPAEC. Since
NO can be oxidized by O,” to form NO metabolites
such as ONOO~, the production of nitrites and
nitrates were then investigated in HPAEC. Our
results showed that after a 24 h-exposure to NiONPs
(0.5-5 ug/cm?), a significant increase of NO metabo-
lites production was observed for 5pg/cm?
(0.77ng/pL), as compared to untreated cells
(0.62 ng/pL) (Figure 7(E)).

NiONPs increase endothelin-1 production

The production of ET-1, was measured by ELISA
assay. After a 24 h-exposure of HPAEC to NiONPs
(0.5-5 ug/cm?), a significant increase of ET-1 produc-
tion was observed at the highest concentration of
5 ug/cm? (110.14 pg/mL of proteins) as compared to
untreated cells (65.03 pg/mL of proteins) (Figure
7(F)). That result suggests that NiONPs may induce
alterations in vascular reactivity.
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Figure 6. Mitochondria alteration after 4 h-exposure with NiONPs (0.5-5 ug/cm?). (A) Mitochondrial potential membrane (¥MP)
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TMRM or Mitotracker probes fluorescence intensity relative to the control cells (100%). Data were mean + SEM of three independ-
ents experiments, (n=3) (six wells/concentration). Statistically significant at p <0.001(***) as compared to untreated con-
trol cells.
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Figure 7. (A) Apoptotic and necrotic cells measured by Annexin V/Pl assay after 24 h-exposure with NiONPs (0.5-10 pg/cm?).
Results were expressed as percentage relative to control cells. Data are Mean+SEM of four independent experiments (n=4),
(eight wells/concentration). (B) bcl-2 mRNA expression in HPAEC after 24 h-exposure with NiONPs (0.5-5 pg/cmz), measured by
RT-gPCR. The results were expressed as the fold change of bcl-2 mRNA expression relative to the control cells. NO level was meas-
ured by confocal microscopy with DAF-FM probe (5uM). (C) NO production after 4 h-exposure with NiONPs (0.5-5 pug/cm?). (D)
NO production after 24 h-exposure with NiONPs (0.5-5 ug/cm?). The values were normalized to untreated cells, and results are
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Figure 7. (Continued)

expressed as the fold change of DAF-FM probe fluorescence intensity relative to control cells. (E) NO,. and NOs. production meas-
ured by the Griess reaction after 24 h-exposure with NiONPs (0.5-5 pg/cm?). The results were expressed in ng/uL. Data were
mean + SEM of four independents experiments, (n=4) (three wells/concentration). (F) ET-1 production in HPAEC after 24 h-expos-
ure with NiONPs (0.5-5 ug/cm?). Production of ET-1 measured by ELISA assay. The results were expressed as pg/mg of proteins.
Data were mean+SEM of five independents experiments, n=>5 (three wells/concentration). Statistically significant at p < 0.05(*)
as compared to untreated control cells. Statistically significant at p < 0.05 (*), p < 0.01(**), p < 0.001(***), and p < 0.0001 (¥***),

as compared to untreated control cells.

Discussion

Occupational exposure in manufacturing and nickel
laterite mines exploitations in New Caledonia could
be a concern not only for workers handling NiONPs,
but also for the surrounding population [ATSDR,
2005]. It is well-known that calcium has a key role
in endothelial regulation and that alterations of cal-
cium homeostasis can play a pathophysiological
role in vascular diseases (Berridge, Bootman, and
Roderick 2003). However, although only a few stud-
ies have investigated the direct effects of NiONPs
on bronchial (BEAS-2B) and alveolar (A549) epithe-
lial cells, their effects on pulmonary arterial endo-
thelial cells remain unknown. Indeed, in vitro
studies using human bronchial and alveolar epithe-
lial cells have demonstrated the cytotoxicity of
NiONPs, leading to a decrease in cell viability after
exposure to 0.1-40 pg/cm® Moreover, the same
studies have shown that NiONPs (0.5-100 pg/mL)
generate oxidative stress, with an increase in the
global ROS production and a decreased activity of
antioxidant enzymes such as SOD, CAT, and gluta-
thione (GSH) (Ahamed 2011; Mohamed et al. 2018;
Duan et al. 2015; Latvala et al. 2016). Additionally,
exposure to NiONPs (20-100pg/mL) leads to an
increased secretion of pro-inflammatory cytokines,
such as IL-6 and IL-8 in both types of epithelial cells
(Capasso, Camatini, and Gualtieri 2014). The under-
lying cellular and molecular mechanisms remain
unclear, in particular on calcium signaling and mito-
chondrial dysfunction.

Our results showed that polydispersed NiONPs
suspension in the culture medium contained three
types of population: (1) very large aggregates, (2)
small aggregates, and (3) a large number of isolated
particles (90% of the population) (Figure 1(B)). In
acellular conditions, NiONPs were able to induce
the generation of ROS in the culture medium (data
not shown), probably due to their high surface
reactivity. When HPAEC were exposed to NiONPs,

these particles were rapidly internalized in the cyto-
plasm into vesicles to form aggregates of different
sizes. Despite the fact that NiONPs were not seen in
mitochondria, some aggregates were detected very
close to them, suggesting that they may be able to
interfere with mitochondrial functions (Figure 1).
Like other metallic NPs, NiONPs internalization
appears to be a key factor in their toxicity (Munoz
and Costa 2012). The cytotoxic effect of NiONPs on
HPAEC was evaluated to select the concentrations
(mortality rate < 30%) to be used for further mech-
anistic experiments. Taking into account the respira-
tory rate for a healthy man (20L/min., 12-h/day
exposure), the alveolar deposits (20-50%), the
alveolar surface (75m?), and the possible internal-
ization of the nanoparticles in endothelial cells, the
different NiONPs concentrations used in this study
(0.5-5 pg/cm?) would reflect an atmospheric expos-
ure of approximately 50ng/m>. These later NiONPs
concentrations are realistic concentrations close to
the ones found from particles exposure in New
Caledonia near nickel laterite mines [Scal’AIR, 2018]
(Akerlund et al. 2019). It was shown that one of the
key mechanisms leading to metal oxide NPs cyto-
toxicity is an overproduction of ROS (lvask et al.
2015). Our results demonstrate that NiONPs
increased the global production of ROS in HPAEC
along with a large increase in cytoplasmic O,
(Figure 2(B-D)). Transition metals, such as nickel,
are known to produce reactive free radicals, such as
O,, via the Fenton reaction (Abdal Dayem et al.
2017). Previous studies carried out on A549 cells
have shown a significant increase in ROS produc-
tion after a 24 h-exposure to NiONPs (Mohamed
et al. 2018). Our present study suggests that HPAEC
may be more sensitive to NiONPs than epithelial
cells, being able to produce ROS after a 4 h-expos-
ure to NiONPs, only.

Once ROS are produced, the antioxidant system
increases the production of antioxidant enzymes in
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order to maintain the redox balance (Sies, Berndt,
and Jones 2017). Thus, we assessed the effect of
NiONPs exposure on the antioxidant response in
HPAEC and our results showed a decrease in SOD
activity (Figure 2(E)). Several authors have demon-
strated that other NPs (i.e. silicon nanoparticles, car-
bon nanotubes) also decrease antioxidant enzyme
activity in other types of endothelial cells, such as
in human umbilical vein endothelial cells (HUVECs)
(Cao et al. 2017). These enzymes undergo functional
changes by direct interactions with NPs (Zhang
et al. 2019). A decrease in the antioxidant activity
might explain the NiONPs-induced oxidative stress
in HPAEC. It has been demonstrated, both in vivo
and in vitro, that many metallic oxide NPs generate
ROS. An enhanced ROS generation might activate
the inflammatory pathways via the secretion of pro-
inflammatory cytokines (Zhang et al. 2012). Our
results are in accordance with that previous study.
We showed that NiONPs can induce a pro-inflam-
matory response, characterized by both increased
IL-6 expression and secretion (Figure 3). Similar
results have already been observed in HPAEC after
exposure to Ultrafine Particles (<100nm) (Karoly
et al. 2007). We also showed that this pro-inflamma-
tory response was strongly reduced by a pretreat-
ment with antioxidant enzymes, such as PEG-SOD
and PEG-CAT. Therefore, we hypothesize that the
NiONPs-induced pro-inflammatory response might
be closely related to oxidative stress, a relationship
often highlighted after NP exposure (Nel et al.
2006). In addition, there is evidence that oxidative
stress contributes to the pathophysiology of vascu-
lar diseases, along with inflammation, which plays
an important role in cardiovascular diseases
(Rafikova, Al Ghouleh, and Rafikov 2019).

Given the importance of calcium signaling in
endothelial dysfunction, the effect of NiONPs expos-
ure on calcium signaling was evaluated in HPAEC.
NiONPs increased the basal calcium level, in a con-
centration-dependent manner (Figure 4(A,B)). This
observation is in line with the previously published
data after NiONPs exposure on BEAS-2B cells (DI
Bucchianico et al. 2018). Moreover, it seems import-
ant to determine whether the [Ca®"]; increase came
from intracellular calcium stocks (such as ER) and/or
from the extracellular source, especially via the cal-
cium membrane channels disturbance. Our current
finding of [Ca®']; rise being significantly reduced

after NiONPs exposure in the absence of extracellu-
lar calcium, is strong evidence in favor of the
second hypothesis. In addition, TRPV4 channel
activity was reduced and, by blocking that TRPV4
channel activity with an antagonist, no calcium
homeostasis alteration was then observed.
Regarding the implication of intracellular calcium
stores, an increase in [Ca’'];z was observed.
Indeed, ER also acts as a calcium buffer site that
regulates intracellular calcium homeostasis (Marchi
et al. 2018). All of the results can be explained by
the membrane calcium channel alterations. Indeed,
a previous study has shown that metallic oxide NPs,
that is, CeONPs, can interact with the membrane
calcium channels (Xiang et al. 2016). Stretch-acti-
vated channels are particularly involved in the cal-
cium influx of vascular cells, and they might be a
target site of NPs. Previous studies have shown that
silica NPs interact with TRPV channels in airway epi-
thelial cells by specifically inhibiting TRPV4. The
later interaction is responsible for physiological dys-
functions in the respiratory tract of mice (Sanchez
et al. 2017). Likewise, our findings suggest that
NiONPs interact with TRPV4 channels (Figure 5).

It is interesting to note that [Ca®']; rise differs
according to the type of particles as well as their
size and their physicochemical characteristics.
Indeed, in A549 cells, NiCl, (20 pM), increases cal-
cium release from intracellular calcium stores
(Cortijo et al. 2010), such as in HPAEC after carbon
black NPs exposure (Deweirdt et al. 2020). Another
study in rat pulmonary artery smooth muscle cells
shows that SiO,NPs exposure, increases [Ca®"]; orig-
inating from both extracellular and intracellular cal-
cium sources, with an implication of TRPV (Dubes
et al. 2017). All these results suggest that metallic
NPs physicochemical characteristics are important in
calcium signaling alteration in different vascular
cells, mainly through alterations of membrane cal-
cium channels.

[Ca®"]; homeostasis alteration may originate from
oxidative stress (Gordeeva, Zvyagilskaya, and Labas
2003). In a previous study on HPAEC, we showed
that carbon black NPs (13 nm)-induced alteration in
intracellular calcium homeostasis was closely related
to oxidative stress (Deweirdt et al. 2020). In this pre-
vious study, the [Ca®']; rise was also reduced by
pretreatment with antioxidant enzymes, as
observed in this present study with NiONPs.
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However, such pretreatment did not fully restore
calcium homeostasis thus indicating that oxidative
stress was not the only mechanism responsible.
NiONPs could also alter mitochondrial function,
especially because of the localization of NiONPs in
the cytoplasm near the mitochondria, because of
the importance of oxidative stress implication, and
of the disruption of calcium homeostasis. Indeed,
ROS, such as O,~ may induce mitochondrial mem-
brane lipoperoxidation, leading to the impairment
of mitochondrial membrane potential. The later
alterations can dysregulate the mitochondrial
respiratory chain, the B-oxidation, or induce apop-
tosis (Prakash, Pabelick, and Sieck 2017). In the cur-
rent study, a disruption of mitochondrial activity
after NiONPs exposure was highlighted with: (i) an
overproduction of mitochondrial O,7; (ii) a [Ca™*]..
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that was dependent on oxidative stress and mitochondrial

rise; (iii) a decrease in mitochondrial membrane
potential and (iv) a decrease in mitochondrial mass
(Figures 2 and 4 and Figure 6). Then, the apoptosis
was evaluated and our results showed an increase
in apoptotic cell number (Figure 7(A,B)). Apoptosis
has previously been detected in BEAS-2B cells and
in HUVECs, after exposures to NiONPs and SiNPs
(Duan et al. 2015; Guo et al. 2018). Moreover, the
decrease of anti-apoptotic factor bcl-2 expression
observed in HPAEC after NiONPs exposure con-
firmed involvement of the apoptosis pathway.
Interestingly, an alteration of bcl-2 expression was
also observed in BEAS-2B after titanium oxide NPs
exposure (Shi et al. 2010). The present results dem-
onstrate that the main mechanism of cell death
after NiONPs exposure involves mitochondria alter-
ation-mediated apoptosis, which could lead to
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endothelial dysfunction causing pulmonary vascular
diseases (Chambers, Rounds, and Lu 2018). Another
study also reports that cardiovascular diseases are
associated with mitochondrial impairment
(Chistiakov et al. 2018).

Finally, NO plays an important vasculoprotective
role regulated by calcium concentration. Based on
our results regarding NiONPs-induced homeostasis
calcium alteration, we decided to further study NO
production. Moreover, it is well known that the
unstable O,~ can react with NO. After a 4 h-expos-
ure to NiONPs, an increase of NO production was
observed in HPAEC (Figure 7(C)). However, after a
24 h-exposure a decrease of NO production was
noticed. The decrease in NO bioavailability might
be explained by a rapid kinetic reaction between
NO and O,” to form metabolites such as peroxyni-
trites. The later toxic molecules may be involved in
the aggravation of cardiovascular diseases (Pacher,
Beckman, and Liaudet 2007). Consequently, the pro-
duction of NO metabolites (i.e. nitrites, nitrates),
which reflects the peroxynitrites production, was
analyzed. Our results showed a significant increase
in NO metabolites. Furthermore, after a 24 h-expos-
ure to NiONPs, we detected a significant increase in
ET-1 which is a mediator of vasoconstriction.
Production of NO toxic metabolites associated with
the decrease of NO bioavailability and the increase
in ET-1 production could result in an imbalance
between relaxation/contraction of smooth muscle
cells in favor of contraction resulting in an altered
vascular reactivity state, one of the critical events
involved in PH (Billaud et al. 2009).

Our results are summarized in Figure 8.

Conclusion

The present study shows that NiONPs primarily
induce an intracellular ROS overproduction in
HPAEC, leading to a pro-inflammatory response and
a [Ca®']; rise. Disruption of intracellular calcium
homeostasis can be explained by alterations of
membrane calcium channels, particularly the TRPV4
channels, and at least in part by oxidative stress. In
addition, NiONPs trigger endothelial toxicity
through mitochondrial dysfunction which is charac-
terized by (1) mitochondrial ROS generation, (2)
mitochondrial membrane potential alteration, and
(3) mitochondrial calcium overload. Furthermore,

we have demonstrated that NiONPs induce endo-
thelial apoptosis as a result of their toxic effects.
Finally, the decrease in NO bioavailability may con-
tribute to an alteration of the vascular reactivity
and to endothelial dysfunction, which are both crit-
ical pathophysiological mechanisms underlying
many vascular diseases. Thus, one can assume that
the workers and the population exposed to NiONPs
in New Caledonia may be at risk to develop exacer-
bation of preexisting vascular diseases.
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Résumé et conclusion :

A travers cet article, nous avons élucidé une partie des mécanismes de toxicité des NPs de NiO
sur des HPAEC.

Dans un premier temps, nous avons caractérisé les NPs de NiO dans le milieu de culture et
avons montré que ces NPs sont particulierement réactives dans la mesure ou elles entrainent,
en conditions acellulaires, une production intrinseque d’ERO. Dans un deuxieme temps, nous
avons démontré que les NPs de NiO sont rapidement internalisées, sous forme d’agrégats
dans le cytoplasme, dont certains relativement proches des mitochondries. Cette
internalisation pourrait expliquer la forte cytotoxicité des NPs de NiO qui entraine presque 30
% de mortalité cellulaire a seulement 5 pg/cm?.

Nos résultats montrent, ensuite, qu’apres 4 h d’exposition, les NPs de NiO induisent un stress
oxydant important, d’'une part, via la production d’ERO globales et, notamment d’O;"
cytoplasmique et mitochondrial, et, d’autre part, par une diminution de I'activité de la SOD. ||
a, également, été montré que le stress oxydant généré pouvait étre a 'origine de I'activation
des voies de I'inflammation, entrainant, ainsi, une augmentation de la sécrétion d’IL6.

Nous nous sommes ensuite intéressés a I'effet des NPs de NiO sur la signalisation calcique.
Aprés 4 h d’exposition, les NPs induisent une perturbation de ’lhoméostasie calcique en partie
due au stress oxydant mais, également, a une altération des canaux TRPV4. Ces altérations
sont a I'origine d’'une entrée massive du calcium du milieu extracellulaire vers le cytoplasme,
ainsi que d’'une augmentation de la concentration du calcium dans le RE et dans les
mitochondries. Les mitochondries sont particulierement altérées par les NPs de NiO, d’'une
part, par le stress oxydant mitochondrial et par la perturbation de ’homéostasie calcique et,
d’autre part, par la diminution du potentiel membranaire mitochondrial et de la masse
mitochondriale. Il a enfin été montré que ces phénoménes activent, ensuite, la voie de
I'apoptose mise en évidence par une augmentation du nombre de cellules apoptotiques et
une diminution de |'expression de bcl-2.

Dans une derniére étape, nous avons montré que les NPs de NiO entrainent une altération de
la voie de signalisation du NO. Nous avons observé, d’une part, une augmentation de la
production de NO, aprés 4 h d’exposition et, d’autre part, une diminution significative de Ia
concentration de NO au cours du temps. Ces résultats s’expliquent, notamment, par la
réaction rapide de cette molécule avec I'O;". De plus, il a été observé une augmentation

significative de la production des métabolites du NO tels que les nitrites et les nitrates, apres
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24 h d’exposition avec les NPs de NiO. Enfin, nous avons détecté, apres 24 h d’intoxication,
une augmentation de la concentration d’ET-1, marqueur de I’'HTP.

En conclusion, toutes ces altérations sont autant de phénomeénes également observés dans
les maladies cardiovasculaires telle que I'HTP. Ces résultats suggeérent donc que I'exposition
aux NPs de NiO pourrait aggraver certains événements physiopathologiques chez les
travailleurs miniers et les populations environnantes souffrant de maladies cardiovasculaires
préexistantes telle que I'HTP et que ces patients seraient plus sensibles a ces polluants

particulaires.
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2. Hépatocytes d’anguilles exposés aux NPs de NiO et aux sels de NiCl,

Contexte :

Les sols miniers en Nouvelle-Calédonie sont une source importante de pollution des cours
d'eau douce en aval des mines par les métaux qui persistent longtemps dans I’environnement
aquatique, notamment, a cause du lessivage des sols qui retiennent peu I'eau (Singh et al.,
2005, Ashraf et al., 2011b, Nouri et al., 2008b, Nouri et al., 2008a, Xia et al., 2006, Wiesner et
al., 2006). De plus, les sols calédoniens sont instables et sensibles a I'érosion (Ambatsian et
al., 1997), ce qui entraine I'’émission atmosphérique de particules de Ni qui vont pouvoir se
retrouver dans les écosystémes aquatiques par dépodt ou lixiviation, et affecter les organismes
vivants. Pour rappel, en Nouvelle-Calédonie, la concentration moyenne en nickel dans les
rivieres des zones miniéres est de 96 pg/L par rapport a celles éloignées des mines qui est de
7 ug/L (Migon et al., 2007, Boula et al., 2022). Le Ni peut alors se retrouver sous différentes
formes dans les eaux douces. Dues aux activités miniéres, des NPs de NiO peuvent se déposer
dans les rivieres, mais on retrouve, également, des sels de nickel, tel que le NiCl,, présents
naturellement dans les eaux douces sur sols ultramafiques. Des premieres études in vivo ont
permis de montrer que |'exploitation du Ni en Nouvelle-Calédonie contribue a la dégradation
des écosystemes végétaux et aquatiques naturels et des lagons (Hedouin et al., 2007, Kettle
et al., 2007, Bonnet et al., 2014, Gunkel-Grillon et al., 2014).

Il a, également, été mis en évidence une bioaccumulation importante du Ni dans les branchies
et le foie de cinq espéces de poissons vivants dans des rivieres sous influence miniére, dont
I’anguille marbrée (CNRT-Nickel). La fonction hépatique chez le poisson, en particulier chez
I’anguille, joue un role clé dans le métabolisme des xénobiotiques, le métabolisme des lipides
et également la reproduction. L'accumulation de métaux dans cet organe peut conduire a un
dysfonctionnement hépatique, affectant potentiellement I'achévement du cycle de vie du
poisson (Pierron et al., 2008, Pierron et al., 2007). Le peu d’études in vitro réalisées sur des
hépatocytes de poissons (truite arc-en-ciel, mérou a taches orange, poisson-chat) a montré
gue les NPs métalliqgues généraient un stress oxydant, une altération de la signalisation
calcique et un dysfonctionnement mitochondrial, événements critiques impliqués dans la
mort des hépatocytes (Kunjiappan et al., 2015, Wang et al., 2016, Ostaszewska et al., 2018,
Massarsky et al., 2014, Bermejo-Nogales et al., 2016). Le stress oxydant a été identifié comme

un mécanisme majeur des dommages cellulaires induits par les NPs pouvant ensuite entrainer
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une réaction inflammatoire et des altérations mitochondriales et lipidiques (Ivask et al., 2015,
Gorlach et al., 2015, Germande et al., 2022, Arruda et al., 2014, Rieusset, 2017). Cependant,
bien que le dysfonctionnement du foie soit connu pour jouer un réle majeur dans I'altération
du métabolisme des lipides, et, par conséquent, dans la migration et la reproduction de
I'anguille, les mécanismes cellulaires et moléculaires sous-jacents par lesquels les particules
de Ni alterent la signalisation calcique et la fonction mitochondriale dans les hépatocytes

d'anguille n'ont pas encore été documentés.

Objectifs :

A cet égard, les objectifs de notre étude in vitro sont d'évaluer les mécanismes de toxicité des
NPs de NiO dans les hépatocytes d'anguille afin de comprendre comment la fonction
hépatique peut étre affectée, et de comparer ces effets a ceux observés sur les cellules HPAEC
afin de potentiellement dégager des mécanismes d’action communs sur les deux types
cellulaires. Aujourd'hui, il n'existe pas de lignée cellulaire d'hépatocytes d'Anguilla
marmorata, c'est pourquoi notre étude porte sur une lignée cellulaire d'hépatocytes
d'Anguilla japonica, HEPA-E1, la seule lignée cellulaire d'hépatocytes d'anguille existante.
Cependant, les deux espéces sont génétiquement trés proches et partagent des zones
géographiques communes en tant qu'anguilles du Pacifique, comme mentionné en
introduction (Kuroki et al., 2009, Kuroki et al., 2006, Chen et al., 2018). Pour répondre a notre
objectif sur les HEPA-E1, différents parametres sont étudiés (i) la cytotoxicité, (ii) le stress
oxydant, (iii) l'inflammation, (iv) la signalisation calcique, (v) le dysfonctionnement
mitochondrial et (vi) I'apoptose.

Un deuxiéme axe d’étude avait pour but de comparer la toxicité des NPs de NiO aux sels de
Ni, NiCl,, afin d’évaluer sous quelle forme le Ni est le plus toxique, et si la toxicité des NPs de
NiO ne peut pas étre expliquée par un éventuel relargage de Ni dissous a partir des NPs dans
le milieu de culture. Les différents paramétres étudiés sont (i) la cytotoxicité, (ii) le stress

oxydant et (iii) I'inflammation.

2.1.Mécanismes cellulaires et moléculaires de la toxicité des NPs de NiO sur
des hépatocytes d'anguille japonaise, Anguilla Japonica, HEPA-E1
illustration de I'impact des rejets de Niissus de |'activité miniere en Nouvelle-
Calédonie.
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endpoints were studied: (i) viability, (ii) ROS production, SOD activity and selected anti-oxidant genes expres-
sion, (iii) inflammation, (iv) calcium signalling, (v) mitochondrial function and (vi) apoptosis. The results evi-
denced that NiONPs induce a decrease of cell viability and an increase in oxidative stress with a significant
superoxide anion production. An increase of mitochondrial calcium concentration and a decrease of mito-
chondrial membrane potential were observed, leading to apoptosis. These results underline the potential toxic
impact of NiONPs on eels living in mining areas. Therefore, eel exposure to NiONPs can affect their migration
and reproduction in New Caledonia.

1. Introduction

Nowadays, mining activities represent the second source of heavy
metal contamination in soils (Singh et al., 2005). Mine tailings are
subject to significant metal leaching due to the high concentration of
heavy metals and the low capacity of soils to retain water and metals
(Ashraf et al., 2011). Therefore, mining soils are an important source of
contamination for watercourse and hence metals remain persistent in
aquatic environment for a long time (Nouri et al., 2008). This issue is
particularly important in New Caledonia, one of the largest nickel (Ni)
producer in the world with resources concentrated in ultramafic for-
mations characterized by a high concentration of metal trace elements
including nickel, chromium (Cr), cobalt (Co), and manganese (Mn) that
cover nearly 30% of the New Caledonian subsoils (Losfeld et al., 2015;
Isnard et al., 2016). Natural erosion, due to the laterite soils fragility and
instability (Ambatsian et al., 1997), is amplified by anthropic activities
such as mining, and leads to atmospheric emission of ultrafine particles
(UFPs), such as Ni UFPs (He et al., 2005; Pasquet et al., 2016). UFPs are
called nanoparticles (NPs) once manufactured. The hydrometallurgical
process that is used in New Caledonia contributes to the Ni UFPs
oxidation that mostly generates nickel oxide NPs (NiONPs), used in
many areas of industry (Imran Din and Rani, 2016). In coastal region
with nickel industry, like in New Caledonia, the NiONPs production due
to the welding fumes is a potential nano-pollution source of freshwater
downstream the mine by end up in aquatic ecosystem through deposi-
tion, or through leaching, affecting living organisms (Wiesner et al.,
2006). In New Caledonia, this pollution is confirmed by high nickel
concentrations in rivers in mining areas (12.3-23 pg/L) compared to
those away from mining (0.05-2.9 pg/L) whereas the European regu-
lation advises to not exceed 4 pg/L (AEL, ValeNC 2013; Soproner, SLN,
2013) (Migon et al., 2007). The extended use of NiONPs in industry may
contribute to an augmentation of particulate matter emission and,
consequently, to an increase of bioaccumulation of Ni in fish living in
freshwaters. In addition, previous studies have highlighted that exploi-
tation of nickel in New Caledonia contributes to the natural ecosystems
and lagoon degradation. Indeed, genetic alterations in the plant such as
conifers Araucaria nemorosa are reported as well as a significant bio-
accumulation of Ni and Cr on coral reef fish (moray eels and congers),
sediments and freshwater bivalves (Hedouin et al., 2007; Kettle et al.,
2007; Bonnet et al., 2014; Gunkel-Grillon et al., 2014). Some studies
have highlighted the significant bioaccumulation of nickel in gills and
livers of five fish species (Khulia rupestris, Awaous guamensis and
Sicyopterus lagocephalus, Sarotherodon occidentalis and Anguilla marmor-
ata, marbled eels) living in rivers under mining influence (DMML proj-
ect, CNRT-2016). Among those species, Anguilla marmorata are
particularly interesting. Firstly, eels are good bio-indicators of water
metal contamination (Barak and Mason, 1990; van der Oost et al.,
2002), especially as predators at the end of the trophic chain, potentially
accumulating metals consumed by other species. Secondly, eels have a
complex biological cycle with different stages of metamorphoses as
previously described (Van Ginneken and Maes, 2005). During their ju-
venile growth stage, eels live several years in freshwaters accumulating
nutrients and storing lipids before beginning several month of migration
without eating and fasting reproduction in open sea, tens of thousands of
miles away. During this migration, eels use the stored energy to swim
and mature their gonads. Therefore, the quality of lipid storage and

metabolisation during growth in freshwaters is essential to ensure the
success of migration and reproduction (Boetius and Boetius, 1980; Van
Ginneken and Maes, 2005). To ensure a good lipid metabolisation, the
liver is particularly important. However, eel liver concentrates high
levels of different metals like cadmium, mercury, or nickel (Usero et al.,
2004; Turan et al., 2020), because it represents the main organ of metal
detoxification by scavenging metals on metallothionein (Gonzalez et al.,
2006). Nevertheless, accumulation of metals can lead to liver dysfunc-
tion, potentially affecting the completion of the fish life cycle. Indeed, it
has been previously shown in the European eel that this contamination
can affect the lipid storage by altering the expression level of several
lipolysis and lipogenesis enzymes leading to an increase in lipid con-
sumption (Pierron et al., 2007). Lipid storage essential to provide the
energy necessary for their migration is thus altered (Larsson et al.,
1990), and eels have insufficient energy reserves to perform migration
and maturation of their gonads, which directly impairs their reproduc-
tion (Pierron et al., 2008).

In vitro studies on fish hepatocytes (rainbow trout, orange-spotted
grouper, catfish) have shown that metal NPs (copper-NPs; metal oxide
NPs and argent-NPs) cause oxidative stress, calcium signalling alteration
and mitochondrial dysfunction, which are critical events involved in
hepatocytes death (Kunjiappan et al., 2015; Wang et al., 2016; Ostas-
zewska et al., 2018). Oxidative stress has been identified as the common
mechanism of cellular damage and cytotoxicity after NPs exposure
(Ivask et al., 2015). The reactive oxygen species (ROS) generation after
NPs exposure could then alter the calcium homeostasis (Gorlach et al.,
2015) which plays in hepatocytes a major role to ensure lipid metabo-
lisation as a co-factor for several enzymes involved in glycolysis,
p-oxidation or lipogenesis. Calcium homeostasis is then controlled by
intracellular stores (i.e., endoplasmic reticulum, ER, or mitochondria),
therefore, the impairment of mitochondrial function may lead to an
alteration of calcium homeostasis, and of hepatocytes metabolism by
causing histopathologically an alteration of the liver (Arruda et al.,
2014; Rieusset, 2017).

The high level of ROS production after NPs exposure has already
been observed on hepatocytes from the rainbow trout (Massarsky et al.,
2014), such as mitochondrial dysfunction (Bermejo-Nogales et al.,
2016). Furthermore, histological alterations due to hepatocyte
dysfunction has been observed in spiny eels, Mastacembelus armatus, that
have been exposed to metals like copper, zinc, or Ni leading to a sig-
nificant elevation in blood glucose and a decrease of liver glycogen,
suggesting glycolytic alterations (Javed and Usmani, 2013). However,
although the liver dysfunction is known to play a major role in lipids
metabolism’s alteration, and consequently in migration and reproduc-
tion of eel, the underlying cellular and molecular mechanisms by which
NiONPs alter calcium signalling and mitochondrial function in eel he-
patocytes have not yet been documented.

In this respect, the objectives of the proposed in vitro study were to
assess the NiONPs-dependent cellular and molecular mechanisms of
toxicity in eel hepatocytes to understand how liver function could be
affected. Nowadays there is no hepatocyte cell line of Anguilla marmor-
ata, that is why this study was carried out on Anguilla japonica (HEPA-
E1) hepatocyte cell line, the only existing hepatocyte cell line from eel.
However, the two species are genetically very close and share
geographical areas as both species of Pacific eel (Kuroki et al., 2009;

Chen et al, 2018). In the current study, we investigated the
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NiONPs-induced HEPA-E1 (i) cytotoxicity, (ii) oxidative stress with ROS
production and antioxidant enzymes activity and transcription, (iii)
inflammation with cytokines secretion, (iv) calcium signalling in cyto-
plasm, ER and mitochondria, (v) mitochondrial dysfunction with mito-
chondrial mass and membrane potential and (vi) apoptosis with caspase
and pro-apoptotic transcription factor.

2. Materials and methods
2.1. Reagents and chemicals

Physiological salt solution (PSS) was composed of: 130 mM NacCl,
5.6 mM KCl, 8 mM HEPES, 11 mM Glucose, 1 mM Mg*" and 2 mM Ca**;
adjusted at pH = 7.4. Krebs-HEPES Buffer (KHB) was composed of 118.4
mM NaCl, 4.7 mM KCl, 1.2 mM MgSO,, 4 mM NaHCO3, 1.2 mM KH,PO,,
2 mM CaCl,, 10 mM HEPES and 6 mM p-Glucose. Fluo-4-AM green dye
(1 pM), MitoSOX™ red dye (5 pM), Fluo-4FF green dye (10 pM), TMRM
red dye (100 nM), and Hoechst 33342 blue dye (2 pM) were obtained
from ThermoFischer Scientific, Invitrogen™, except Rhod-2 AM red dye
(1 uM) from Euromedex®. All of the following chemical reagents were
purchased from Sigma-Aldrich® and used as follows: superoxide dis-
mutase-polyethylene glycol (PEG-SOD) and catalase-polyethylene gly-
col (PEG-CAT), as antioxidant enzymes, diluted in L15 M (300 U/mL and
600 U/mL, respectively).

2.2. Hepatocyte eel

Hepatocyte eel (HEPA-E1) isolated from japonica eel (Anguilla
japonica) were purchased from Riken BRC Cell Bank® and were cultured
in E-RDF medium (ERDF-M) (Kyokuto Pharmaceuticals®) supple-
mented with antibiotics 1% (Penicillin-Streptomycin, 1000 UI/100 000
Ul, Sigma-Aldriech®), sodium bicarbonate NaHCOj3 (1130 mg/L), RD-1
supplement E-RDF (Kyokuto Pharmaceuticals®) and 5% of foetal bovine
serum (FBS, Eurobio®) following manufacturer’s guidelines. For all
experiments cells were cultured in Leibovitz L-15 medium (L15 M)
(Fischer Scientific®) supplemented with antibiotics 1%, 5% of FBS and
3% of GlutaMAX supplement (Fischer Scientific®) following manufac-
turer’s guidelines. For all experiments, cells were seeded at the initial
concentration of 20 000 cells/cm?® per well in a 96, 24 or 12-well plate
[corresponding respectively to 6600 cells/well (0.33 cm?), 38 000 cells/
well (1.9 cm?) and 70 000 cells/well (3.5 cm?)] and cultured for 72 h, at
28 °C before assay.

2.3. NiO nanoparticles

2.3.1. NiO nanoparticles characterization

Nickel (II) oxide nanoparticles (NiONPs) (Cat. No.637130) were
purchased from Sigma-Aldrich®. These particles were already described
by (Di Bucchianico et al., 2018; Germande et al., 2022). Their mean
aerodynamic diameter was 50 nm (as assessed by Transmission Electron
Microscopy, TEM) and their characterization is presented in SI1. NPs
were suspended in L15 M at a final stock solution concentration of 2
mg/mL. Prior to use, stock suspensions were vortexed, sonicated at 3 x
30 s (Vibracell 75186, 130 W, 56-60 Hz) and diluted extemporaneously
in L15 M at appropriate concentrations for the different experiments
(0.5-50 pg/cmz). These concentrations were chosen on the basis of
previous studies and expressed in pg/cm? due to the NiONPs sedimen-
tation in wells (Germande et al., 2022), corresponding respectively to
0.82-82.5 pg/mL in a 96-well plate (0.33 cm?); 0.9-9.5 pg/mL in a
24-well plate (1.9 cm?) and 1.2-12 pg/mL in a 12-well plate (3.5 cm?).
Concentrations (up to 5 pg/cm?) reflect the atmospheric concentrations
found in Noumea during pollution peaks (ScalAir) before sedimentation
in the freshwaters (Gunkel-Grillon et al., 2014; Pasquet et al., 2018).
Two time points were performed (4 h or/and 24 h) according to kinetic
preliminary studies (results not shown).
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2.3.2. NiONPs internalization

Transmission electronic microscopy (TEM) was used to study
NiONPs internalization. Cells were seeded on plastic Lab-Teck chambers
(Dutsher®), and cultured in supplemented L15 M before been exposed
or not to NiONPs at 5 pg/cm? After a 24 h-exposure to NiONPs, TEM
process was performed as previously described (Deweirdt et al., 2017;
Germande et al., 2022).

2.4. Cytotoxic assay

Cell viability was assessed by using the WST-1 (Water Soluble
Tetrazolium) cell proliferation reagent (Roche®) according to the
manufacturer’s recommendations and as already been described by
(Deweirdt et al., 2017; Germande et al., 2022). After a 24 h - exposure
with NiONPs (0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25 and 50 pg/cmz), cells were rinsed
with L15 M and incubated with WST-1 reagent. The absorbance was
measured at 450 nm by spectrophotometry using a microplate spectro-
photometer reader (SPECTROstarNano2.10, BMG Labtech®, Germany).
The working concentrations for all further experiments in which mor-
tality rate was less than 30% were all determined with this test (0.5-5
pg/cm?).

2.5. Oxidative stress
Cells were exposed to NiONPs (0.5-5 pg/cm?) for 4 or 24 h.

2.5.1. Global reactive oxygen species (ROS) production

Intracellular ROS production was assessed using the CM-H2DCFDA
probe (Fisher Scientific®), according to the manufacturer’s recom-
mendations and adapted and described from previous studies (Chen
et al., 2010; Germande et al., 2022). Before a 4 h - NiONPs -exposure
cells were pre-incubated with CM-H;DCFDA probe (final concentration
20 pM). Fluorescence intensity was measured by spectrofluorimetry at
485/520 nm (excitation/emission) by using FLUOstar Omega 2.10 plate
reader, and the analyses were performed with MARS Data Analysis
Software 2.30 R3 (BMG Labtech®).

2.5.2. Cytoplasmic superoxide anion (O2*") production

Cytoplasmic O3 detection was performed by electron paramagnetic
resonance (EPR)-spin probe using CMH (1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-
2,2,5,5-tetramethyl-pyrrolidine) (500 pM), diethyldithiocarbamate (5
pM) and deferoxamine (25 pM) probes in KHB solution as previously
described by (Germande et al., 2022). After a 4 h NiONPs - exposure,
cells were incubated with probes before EPR analysis. All the EPR
spectra were recorded using Spectrometer X Miniscope MS200 (Mag-
nettech®). Following EPR spectra readings, protein quantities were
measured by a Lowry-test (Lowry reagent, Sigma-Aldrich®), according
to the manufacturer’s recommendations. The results were normalized to
protein quantities and expressed in EPR signal amplitude in arbitrary
units AU/(mg/mL) of protein after a Lowry test.

2.5.3. Mitochondrial O3*~ production

Mitochondrial O3 production was assessed using MitoSOX™ red dye
(ThermoFischer®), according to the manufacturer’s recommendations
by confocal microscopy (TE 2000, Nikon) and as previously described by
(Germande et al., 2022). After a 4 h-exposure to NiONPs, cells were
incubated with MitoSOX probe in PSS and with a nucleus probe
(Hoechst 33342). Fluorescence intensity was measured for MitoSOX at
543/605 nm and Hoechst at 408/450 nm (excitation/emission). Mito-
SOX fluorescence intensity is proportional to the rate of the probe
oxidation. Analyses were performed using NIS-Elements AR software 3.0
and Microsoft Office Excel 2007.

2.5.4. Superoxide dismutase enzyme activity

The superoxide dismutase (SOD) activity was measured with a
commercially available kit (19160 SED determination kit, Sigma-
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Aldrich®) and determined by utilizing Dojindo’s highly WST_1 as pre-
viously described by (Germande et al., 2022). After a 24 h-exposure with
NiONPs supernatants and cells were used for analysis to determine both
intracellular and extracellular SOD activity. Absorbance of supernatants
and cells was measured at 450 nm by spectrophotometry using a
microplate spectrophotometer reader (SPECTROstarNano2.10, BMG
Labtech®).

2.6. Pro-inflammation effect: cytokines IL-6 production

Cells were exposed to NiONPs for 24 h and supernatants were
collected, centrifuged at 10 000 g for 10 min at 4 °C and analysed using
an ELISA assay kit (IL-6 DuoSet® ELISA R&D Systems) according to the
manufacturer’s guidelines. The absorbance was measured at 450 nm,
corrected at 570 nm by spectrophotometry using a microplate spectro-
photometer reader (SPECTROstarNano 2.10, BMG Labtech®).

2.7. Cytoplasmic, Endoplasmic reticulum and mitochondrial calcium
measurement

Variations in intracellular calcium [Ca®*]., ER calcium [Ca®*]gg and
mitochondrial calcium [Caz']m were detected respectively using the
Fluo-4-AM green dye, the Fluo-4FF AM green dye and the Rhod-2 AM
red dye according to the manufacturer’s guidelines. After a 4 h-exposure
with NiONPs, cells were incubated with different probes in PSS and co-
incubated with Hoechst 33342. The plates were observed at x200
magnification with an oil immersion objective on a laser scanning
confocal microscope (TE 2000, Nikon). The fluorescence intensity was
measured for Rhod-2 at 543/605 nm, for Fluo-4-AM and Fluo-4FF at
488/515 nm and for Hoechst at 408/450 nm (excitation/emission). For
each experiment 20 at 30 cells were analysed per well. The analyses
were performed using NIS-Elements AR software 3.0 and Microsoft Of-
fice Excel 2007.

2.8. Mitochondrial activity
Cells were exposed to NiONPs (0.5-5 pg/cm?) for 4 h.

2.8.1. Mitochondrial membrane potential measurement

The mitochondrial membrane potential (WMP) was measured using
confocal microscopy (TE 2000, Nikon) by TMRM red dye (Tetrame-
thylrhodamine, Methyl Ester, Perchlorate) (ThermoFischer®) according
to the manufacturer’s guidelines. After a 4 h-exposure with NiONPs cells
were incubated with TMRM probe in PSS co-incubated with Hoechst
33342. The plates were observed at x200 magnification with an oil
immersion objective on a laser scanning confocal microscope (TE 2000,
Nikon). Fluorescence intensity was measured at 543/605 nm (excita-
tion/emission). The analyses were performed using NIS-Elements AR
software 3.0 and Microsoft Office Excel 2007.

2.8.2. Mitochondrial mass

The mitochondrial mass was measured using confocal microscopy by
Mitotracker green dye (ThermoFischer®) according to the manufac-
turer’s guidelines. After a 4 h - exposure with NiONPs cells were incu-
bated with Mitotracker probe in PSS co-incubated with Hoechst 33342.
The fluorescence intensity was measured at 408/450 nm (excitation/
emission). The analyses were performed using NIS-Elements AR soft-
ware 3.0 and Microsoft Office Excel.

2.9. Apoptosis induction

The apoptosis was measured using confocal microscopy (TE 2000,
Nikon) by caspase 9 green dye (ImmunoChemistry Technologies®) ac-
cording to the manufacturer’s guidelines. After a 24 h-exposure with
NiONPs, cells were incubated with caspase 9 fluorescent probe in PSS
co-incubated with Hoechst 33342. The plates were observed at x200
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magnification with an oil immersion objective on a laser scanning
confocal microscope (TE 2000, Nikon). The fluorescence intensity was
measured at 488/515 nm (excitation/emission). The analyses were
performed using NIS-Elements AR software 3.0 and Microsoft Office
Excel 2007.

2.10. Gene expression

A real time quantitative polymerase chain reaction (qQPCR) was
performed to evaluate mRNA expression of cav2, cltb, sodzn/cy, cat, mt,
cox1, atp6-8, acc and bax (details on SI2). Cells were exposed to NiONPs
for 24 h then, mRNA extraction and purification were performed using a
commercially available kit (SV Total RNA Isolation System, Promega),
according to the manufacturer’s recommendations and as previously
described by (Pierron et al., 2009). The elongation factor-1 « (ef1-),
ribosomal protein L7 (rpl7) and p-actin (f-act) genes were used as in-
ternal controls. The relative quantification of each gene expression level
was normalized against the mean housekeeping genes efla, fi-act and
rpl7, and changes in Ct values were recorded. From this comparison,
fold-change factors were obtained according to 2°84Ct ethod (Livak
and Schmittgen, 2001). The primer sequences used are described in SI2.

2.11. Statistical analysis

Each experimental condition was independently repeated several
times (n indicates the number of experiments) and for each independent
experiment, 3 to 8 wells per condition were assessed. Data are expressed
as mean + Standard Error of the Mean (SEM) for n independent exper-
iments. Assumptions necessary for using the parametric test were
checked (normality, independence and homoscedasticity of the error
term). Statistical analyses were performed using either one-way ANOVA
followed by Tukey's post-test for multiple comparisons (n > 30), or
Kruskal Wallis test followed by Dunn’s post-test (n < 30). (*P < 0.05,
**P < 0.01, ***P < 0.001 and ****P < 0.0001). All data were analysed
using GraphPad statistics software. P values < 0.05 were considered
statistically significant.

3. Results

After internalization, NiONPs were mainly clustered in vesicles in the
cytoplasm (Fig. 1B), compared to their absence in controls (Fig. 1A).
Internalized NPs were mostly organized in aggregates of various sizes.
Single or isolated NPs were rarely observed. NiONPs were also localized
near the nucleus and near the mitochondria. These results were
confirmed by the qPCR assay which showed a significant increase of the
expression of two membrane proteins involved in the internalization (i.
e.,caveolin-2 and clathrin-b), (*P < 0.05) as compared to untreated cells
(Fig. 1C and D). The WST-1 cytotoxic assay evaluated on HEPA-E1 after
a 24-h treatment with NiONPs showed a significant and concentration —
dependent decrease of cell viability from 25 pg/cm? as compared to
untreated cells (Fig. 1E).

After a 4 h-exposure of HEPA-E1 to NiONPs we observed a significant
and concentration-dependent decrease in intracellular global ROS pro-
duction as compared to untreated cells (Fig. 2A). Nevertheless, a sig-
nificant increase in intracellular and mitochondrial Oy*” production as
compared to untreated cells is observed (Fig. 2B and C). After a 24 h-
exposure to NiONPs IL-6 secretion was observed from 2.5 pg/cm2
(Fig. 2D). After a 24 h-exposure of HEPA-E1 to NiONPs a significant
increase in sod.,/.,, cat and mt expressions was observed at the highest
concentration as compared to the untreated cells (Fig. 2E, F and 2G) but
a significant decrease in SOD activity was observed at the three con-
centrations compared to the control (Fig. 2H).

After a 4 h-exposure of HEPA-E1 to NiONPs a significant
concentration-dependent decrease of the basal cytoplasmic and ER
calcium level as compared to untreated cells was observed (Fig. 3A and
B). Nevertheless, the results showed a significant concentration-

198



O. Germande et al.

cav2 expression
229
~
h
citb expression
(85)
~
T

an 05 25 s atr 05
NIONPs (pg/cm?)

NIONPs (ug/cm?)

Chemosphere 303 (2022) 135158

Y
o

E:
ue-l
- B100+|
-
lu ~ HEPAEL
£33
Z3e e
+
>
PN .
s
22
0+ v v v ; y
25 5 0 10 2 » ®© 50
NONPs ugicm’]

Fig. 1. (A) HEPA-E1 observed by TEM, control (X2500) and (B1 and 2) NiONPs (5 pg/cm?) (X30000). Blacks arrows show intracellular NiONPs aggregate, n:

nucleus, m: mitochondria. (C) cav2 mRNA expression and (D) cltb mRNA expression. Data were mean + SEM of five indep

d experi n = 5 (three wells/

concentration). (E) Cell viability after a 24 h-exposure with NiONPs (1-50 pg/cm?). Results are expressed as the percentage of cell viability in treated cells, as
compared to control cells (100%). Data are mean + SEM of four independent experiments, n = 4) (eight wells/concentration). Statistically significant at P < 0.05(*),

P < 0.01(**) and P < 0.001(***) as compared to untreated control cells.

dependent increase of the basal mitochondrial calcium level (Fig. 3C). A
pre-treatment of 1-h with PEG-SOD and PEG-CAT, prior to a 4 h-expo-
sure of HEPA-E1 to NiONPs didn’t induce significant alteration in
cytoplasmic or mitochondrial calcium levels compared to untreated cells
but significantly decreased the ER calcium level at the highest concen-
tration 5 pg/cm? These results indicate that ROS production is involved
in Ca®" signalling impairment. As compared to controls, after a 4 h-
exposure of HEPA-E1 to NiONPs, the WMP significantly decreased from
0.5 pg/cm? as compared to untreated cells (Fig. 3D), effect reversed by a
pre-treatment of 1-h with PEG-SOD and PEG-CAT. The mitochondrial
mass significantly increased from 2.5 pg/cm? (Fig. 3E).

Finally after 24-h exposure, qQPCR results showed a significant in-
crease of mitochondrial metabolism genes expression for cox1, atp6-8
and acc as compared to control cells at 5 ug/cm2 (Fig. 4A, B and 4C) and
a significant concentration-dependent increase of apoptotic cells with a
caspase 9 increased (Fig. 4D), confirmed by a significant increase of bax
mRNA expression in HEPA-E1 with NiONPs (Fig. 4E).

4. Discussion

In New Caledonia among species affected by Ni mining activities,
Pacific eels such as marbled eels, Anguilla marmorata, are endemic fishes
known to be particularly sensitive to water metal contamination (Dur-
rieu et al., 2005). The liver is the main organ for lipids metabolism,
essential for growth, migration and reproduction of eels, but liver is also
the main site of metal bioaccumulation. So, it appears important to study
the mechanisms of NiONPs toxicity on eel hepatocytes, which to our
knowledge has never described despite only a few in vitro studies that
investigated the direct effect of some metal NPs on fishes hepatocytes
but the NiONPs toxicity on eel hepatocytes remains unknown. Note that
our study had to be done with another species of Pacific eel, Anguilla
Jjaponica, the only existing hepatocyte cell line from eel nowadays,
however the two species are genetically and geographically very close
(Arai et al., 2002; Kuroki et al., 2009; Chen et al., 2018).

It is well - known that oxidative stress and calcium signalling have a
key role in hepatocyte regulation, and that the calcium homeostasis

alteration may be involved in liver dysfunctions (Amaya and Nathanson,
2013; Madreiter-Sokolowski et al., 2020). Indeed, in vitro studies using
primary hepatocytes from Epinephelus coioides or Oncorhynchus mykiss,
have demonstrated the cytotoxicity of metallic NPs leading to cytotox-
icity and to ROS production generation (Massarsky et al., 2014; Wang
et al., 2016). However, the underlying cellular and molecular mecha-
nisms involving the oxidative stress and mitochondrial dysfunction
remain unclear.

When HEPA-E1 were exposed to NiONPs, these particles were
internalized into cells, confirmed by the interaction with the membrane
proteins involved in internalization (cav2 and cltb). Similar to other
metallic NPs, the internalization of NiONPs appears to be a key factor for
their toxicity (Munoz and Costa, 2012). The NiONPs cytotoxicity in
HEPA-E1 was evaluated to select the concentrations (mortality rate
<20%) used for further mechanistic experiments. Interestingly, the
concentrations ranged from 0.5 to 5 pg/cm?, reflecting the nickel con-
centrations in freshwater downstream mines in New Caledonia and are
realistic concentrations close to the ones found from NiONPs exposure
(AEL, ValeNC 2013; Soproner, SLN, 2013). Another important mecha-
nism leading to metal oxide NPs cytotoxicity, is probably an over-
production of ROS (Ivask et al., 2015), due to the ion reactivity. In fact,
NiONPs generate dissolved Ni in the HEPA-E1 culture medium. More-
over, Ni is proposed to cycle between Ni** and Ni’*, catalysing the
reduction of HO, leading to free radical generation like hydroxyl
radical (OH’) and O3 (Torreilles and Guerin, 1990). Our present study
demonstrates that in HEPA-E1, NiONPs decreased the global ROS pro-
duction and increased both cytoplasmic and mitochondrial O2*". The
fluorimetric method used to assess global ROS production is a powerful
assay, easy to carry out, and it can detect different ROS like H202,
however, this assay does not allow for determining free radicals like Oy*”
due to their very short half-life (Wang and Joseph, 1999; Oparka et al.,
2016). Therefore, we hypothesized that NIONPs might decrease HyO»
production. As regards as the antioxidant enzymes after ROS over-
production, the antioxidant system induced the production of antioxi-
dant enzymes to maintain the redox balance (Sies et al., 2017).
However, some authors have shown a decrease in antioxidant enzyme
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Fig. 2. (A) Global ROS production after 4 h-exposure with NiONPs (percentage of ROS production relative to control 100%, mean + SEM of four independent
experiments, n = 4 (three wells/concentration)). (B) Intracellular O2* production after 4 h-exposure with NiONPs (EPR signal amplitude in arbitrary units (AU)/mg/
mL of proteins). (C) Mitochondrial O2*~ production after 4 h-exposure with NiONPs (percentage of MitoSOX probe fluorescence intensity relative to control cells
100%). (D) IL-6 secretion after 24 h-exposure with NiONPs (pg/mg of proteins, mean + SEM of six independent experiments, n = 6 (three wells/concentration)). (E)
sodcu/zn mRNA expression (F) cat mRNA expression (G) mt mRNA expression (mean + SEM of five independent experiments, n = 5 (three wells/concentration)).
(H) SOD activity in HEPA-E1 after NiONPs-exposure (values normalized to the untreated cells and expressed as the SOD activity inhibition rate relative to the control
cells, mean + SEM of three independent experiments, n = 3 (three wells/concentration)). Statistically significant at P < 0.05 (*), P < 0.01(**), and P < 0.001(***), as

compared to untreated control cells.

activity, like sod and cat, in liver tissue of juvenile carp (Cyprinus carpio)
after TiO;NPs exposure (Hao et al., 2009), that could be explained by a
direct interaction between NPs and antioxidant enzymes, which un-
dergoes a functional change (Zhang et al., 2019). In our study, similar

results were observed with an increase in sod, ., and cat transcriptions
and a decrease in SOD activity. The NiONPs seemed then to interact with
SOD at the post-transcriptional level by inhibiting its activity. This
decrease of activity may have explained the NiONPs-induced Oo*”
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Fig. 4. Cells were exposed 24 h with NiONPs (0.5-5 pg/cm?). qPCR results are expressed as the fold change of gene mRNA expression relative to the control cells
(mean + SEM of five independent experiments, n = 5 (three wells/concentration)). (A) cox] mRNA expression (B) atp6-8 mRNA expression (C) acc mRNA
expression. (D) Caspase 9 production (percentage of the caspase 9 probe fluorescence intensity relative to control 100%). (E) bax mRNA expression. Statistically
significant at P < 0.05 (¥), P < 0.01(**) and P < 0.001(***) as compared to untreated control cells.

production in HEPA-E1, and suggested that the generated O,*” is not or published data on human hepatocytes after carbon and copper oxide NPs
less dismutated in H2O2 by the SOD. The Oy is therefore permanently exposure (Adeyemi et al., 2020). However, detoxification proteins such
overproduced without being detoxified, leading to a decrease in HyO, as metallothionein appear to be activated, probably in response to dis-
production. Our observation showed good agreement with previous solved nickel release.
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It has been demonstrated that ROS generated by metallic oxide NPs
might activate the inflammatory pathways via the secretion of cytokines
(Zhang et al., 2012) like IL-6, an important cytokine to control the im-
mune systems in fish. The IL-6 expression in eel has already been
described (Castellana et al., 2008; Birhanu et al., 2016; Zhu et al., 2016).
Our results are in accordance with those previous studies, with a
pro-inflammatory response characterized by an increase in IL-6 secre-
tion after NiONPs exposure, which may induce impairment of liver
function.

Oxidative stress is also known to play a key role in the physiopa-
thology of liver diseases by altering the calcium homeostasis and the
mitochondrial function in hepatocytes (Gordeeva et al., 2003; Madrei-
ter-Sokolowski et al., 2020). Our study shows that the alteration of
calcium homeostasis may originate from oxidative stress. Indeed, the
[Ca2+] alterations were reduced by a pre-treatment with antioxidant
enzymes and such pre-treatment fully restored calcium homeostasis.
Due to decrease of basal cytoplasmic and ER calcium levels and the
increase of basal mitochondrial calcium level, we hypothesize that the
mitochondria can pumping calcium from the cytoplasm and ER, as
previously observed in some liver dysfunctions (Amaya and Nathanson,
2013). Some authors have also suggested the important role of calcium
homeostasis in hepatic regulation in eels (Fabbri et al., 1998). This
excess of calcium could then activate the mitochondrial biogenesis,
confirmed by the increase in mitochondrial enzyme transcription atp6-8
and mitochondrial mass in our study. Nevertheless, the increase in cox1
shows an alteration of the mitochondrial respiratory chain probably in
connection with altered mitochondria activity as suggested by the
decrease of WMP maintained over the time (results after 24 h-exposure
with NiONPs are not shown). It is well known that ROS, like O,*, can
induce a peroxidation of mitochondrial membrane lipids, leading to a
WMP impairment (Cadenas and Davies, 2000). This later mechanism
was confirmed in our current study because of the unchanged WMP as
compared to control cells when cells are pretreated with antioxidant
enzymes. All these alterations can then dysregulate the lipid metabolism
(Kroemer et al., 2007; Prakash et al., 2017). The modification of WMP
could activate mechanism of cell death like apoptosis to offset the pro-
duction of altered mitochondria (Kroemer et al., 2007). Indeed,
apoptosis after NiONPs exposure is observed with an increase of
pro-apoptotic factor transcription bax and caspase 9 production.

Overall, our results show that NiONPs alter the expression of many
genes involved in different functions that demonstrating the toxic po-
tential of these NPs. The integration of transcriptomic method in our
study provides strong evidence of molecular and potentially functional
alterations in fish livers. Our results demonstrate with different ap-
proaches, that the main mechanism of cell death after NiONPs exposure
involves apoptosis via mitochondria alteration, that might contribute to
liver dysfunction leading to faulty lipid metabolism. NiONPs exposure
might contribute to alter the quality of migration and maturation of eel
and potentially their reproduction.

5. Conclusion

The current study describes the mechanisms of action of NiONPs on
eel hepatocytes. Indeed, NiONPs induce an intracellular ROS over-
production in HEPA-E1, then leading to a pro-inflammatory response
and a [Ca2+] rise. Disruption of intracellular calcium homeostasis might
be explained by oxidative stress. In addition, NiONPs trigger a liver
toxicity through the induction of mitochondrial dysfunction character-
ized by mitochondrial ROS generation, WMP collapse and mitochondrial
Ca®* overload. Furthermore, we have demonstrated an apoptosis of
hepatocytes, NiONPs-induced as a consequence of these toxic effects.

This study also suggests that marbled eels living in mining-
influenced freshwaters could decline in population due to the high
liver toxicity caused by Ni particles emitted by mining activities in New
Caledonia. Indeed, owing to the fact that liver is known to play a major
role in lipid metabolism and by consequence in the success of
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reproduction of eels, exposure of Anguilla marmorata to NiONPs and in a
broader extend of freshwater organisms leaving in these rivers, may put
them at risk to reproduce and then could impact all the aquatic
ecosystem.
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SI1. (A) Size distribution of NiONPs (5 pg/cm?). (B) Dissolved and particulate nickel in LL5M. (C) Zeta
potential versus pH of NiONPs

Materials and methods

Hydrodynamic size distributions and zeta potential

The hydrodynamic size distribution of NiONPs dispersed in L15M was determined at a concentration
of 95ug/ml by Dynamic Light Scattering (DLS) using a VASCO particle
size analyser from Cordouan Technologies®, as previously described (Germande et al., 2022)%. Zeta
potential values of NiONPs were measured by laser Doppler electrophoresis using a Wallis zeta
potential analyser from Cordouan. NiONPs dispersion were dispersed at 0.2 g/L in 1 mQ water. In order
to check the influence of serum protein and other components of the cell growth medium, which can
be adsorbed on their surface, NiONPs were incubated 5 min (0.2 mg/mL) in L15M then centrifuged
and redispersed in 1 mM HEPES at pH 7.4.

NiONPs dissolve determination

The dissolved nickel of NiONPs in L15M was determined. Samples were prepared in L15M at three
different concentrations of NiONPs (0.87, 4.37 and 8.75 pg/mL) in three replicates, in Amicon Ultra
centrifugal filters, Ultracel 3K, regenerated cellulose, 3 000 NMWL (Merck® Millipore). Samples were
centrifuged and 1 % HNO3 was added.
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Results

DLS was implemented to assess the colloidal stability state of NiONPs in the culture medium. The
results at 5 pg/cm? showed a peak detected around 616.2 indicating the flocculation state of NiONPs
of 50 nm unit size (fig. SI1.A). The percentage of dissolved Ni in L15M medium ranges from 1.33 % for
the lowest concentration (0.87 pug/mL) to 22.69 and 28.03 % respectively for 4.37 and 8.75 pg/mL (fig.

SI1.B). In the figure SI1.C, we observe that NiONPs display positive zeta potential values from pH 4 to
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11 with a decrease in alkaline media for which zero point of charge around pH 11 has already been
observed. For physiological pH value (ie 7.4) NiONPs are positively charged with a quite high potential
value of around +40 mV. The value of the zeta potential after incubation in L15M medium is radically
modified, becoming negative (-30.46) that may be due to a protein corona formation mainly driven by
electrostatic interaction on the NPs surface. After a second wash with 1 mM HEPES buffer at pH 7.4,
the absolute potential value slightly increased further (-39.8), which can be explained by a screening
of counter ions that are displaced during the second wash and therefore, some proteins may be

strongly adsorbed around the NiONPs.

Sl.2. Sequences of specific primer pairs used in quantitative PCR analyses

Genes Forward primer Reverse primer

ef1-a 5- GGCTGGTGGTGTAGGTGAGT -3’ 5- TAAGCGCTGACTTCCTTGGT -3’
rpl7 5- CCATTTTAAATAAATGCAACACCA -3’ 5- GCCCAAGTCAACAGCTCGTA -3’
B-actin 5- TGCGTGACATCAAGGAGAAG -3’ 5- CAGGACTCCATACCCAGGAA -3’
cav2 5'- GGCCATCCTCATTTCAGTTG -3’ 5- TTGTGATTCCAGCGGTACAA -3’
cltb 5- TGTTGTGTGTGCAGACATGC -3’ 5- CTGAACTGTGTGGCTGCTGT -3’
50dzn/cu 5’- GACAACACAAATGGCTGCAT -3’ 5'- CGTGAGCATTCTGTCCTTGA -3'
cat 5’- CGGTCAGGAGAGCCAGTAAG -3’ 5’- ATGAAGCCTCTCTCCCCATT -3’
mt 5- GCTCTGCATGGATGACAAAA -3’ 5- CGAGCTGCTGTCAGTGAAGA -3’
cox1 5'- GCAATGATGGCTATCGGACT -3’ 5'- CAAGCCCCCGACTGTAAATA -3’
atp6-8 5'- ACCAATTCATAAGCCCCACA -3’ 5- CCCCAACATTTAGTGGGAGA -3’
acc 5'- ATCGACATGTACGGACACCA -3’ 5'- CAATGCAGAGTACGCGATGT -3’
bax 5'- GCGACCCTAACCACAAGAAG -3’ 5'- GTCAAGCTCGTCTCCGATTT -3’
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2.2.Effets des sels de nickel, NiCl,, sur les HEPA-E1

Evaluation de la viabilité cellulaire

Le test d’évaluation de la cytotoxicité WST-1 réalisé sur les HEPA-E1 apres un traitement de
24 heures avec les sels de nickel montre une diminution significative et concentration
dépendante de la viabilité cellulaire a partir de 45 pg/mL (soit 27.3 ug/cm?), par rapport aux
cellules non traitées (figure 45). Une diminution significative de la viabilité cellulaire est
observée pour les NPs de NiO dés 20 ug/cm?. La concentration inhibitrice calculée (CI50) est
de 49 pg/mL (soit 29.74 pg/cm?) alors que pour les NPs de NiO la CI50 est de 20.66 pg/cm?.
Ces résultats suggerent donc que les NPs de NiO semblent plus toxiques que les sels de nickel.

100~ IC50 = 49 pg/mL
=29.74 ug/cm?

Viabilité (%)

0 T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80
NiCl, concentration (pg/mL)

Figure 45 : Viabilité cellulaire aprés une exposition de 24 heures au NiCl; (0.5 — 80 pug/mL). Les résultats sont exprimés en
pourcentage de viabilité cellulaire dans les cellules traitées, par rapport aux cellules témoins (100 %). Les données sont la
moyenne = SEM de quatre expériences indépendantes, n = 4) (huit puits/concentration). Statistiquement significatif a

P<0,05(*), et P<0,01(**) par rapport aux cellules témoins non traitées.

Evaluation de la production d’ERO

La production d’ERO globales dans les HEPA-E1 est évaluée apreés 4 h d’exposition avec le NiCl,.
Les résultats ne montrent aucune différence significative entre les cellules exposées et les
cellules témoins (figure 46). A titre comparatif, apres une exposition avec les NPs de NiO, une
diminution significative de la production d’ERO est observée dés la plus faible concentration
(0.5 pg/cm?, soit 0.95 pug/mL). Les NPs de NiO semblent, ainsi, entrainer une augmentation de

la production d’ERO globales plus importante que les sels de nickel.
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Figure 46 : : Production d’ERO globales aprés 4h d’exposition au NiCl, (5 — 15 pg/mL). Les résultats sont exprimés en
pourcentage par rapport aux témoins non traités. Les données sont la moyenne + SEM de trois expériences indépendantes, n

= 3) (trois puits/concentration).

Evaluation de la réponse pro-inflammatoire

La réponse pro-inflammatoire est évaluée par la mesure de la sécrétion des Il-6. Les résultats
ne montrent pas d’augmentation de la sécrétion de cette cytokine par rapport aux cellules
témoins (figure 47). En comparaison, une augmentation significative de la sécrétion d’IL-6 par
rapport aux témoins, dés 2.5 pg/cm? (soit 4.37 ug/mL) est observée aprés une exposition des
HEPA-E1 avec les NPs de NiO. Ces résultats suggerent donc que, des de faibles concentrations,
les NPs de NiO induisent une réponse pro-inflammatoire plus importante que les sels de

nickel.
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Figure 47 : Sécrétion d’IL-6 aprés 24h d’exposition au NiCl, (5 — 15 pg/mL). Les résultats sont exprimés en quantité d’IL-6
rapportées aux taux de protéines (pg/mg de protéines). Les données sont la moyenne + SEM de trois expériences

indépendantes, n = 3) (trois puits/concentration).
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Résumé et conclusion:

A travers cette étude nous avons évalué les mécanismes a I'origine de la toxicité des NPs de
NiO dans les hépatocytes d’anguille. Dans un premier temps, nous avons montré que les NPs
de NiO sont internalisées dans les HEPA-E1, proches du noyau et des mitochondries. Ces
phénomeénes d’internalisation sont mis en évidence par MET ainsi que par I'augmentation de
I’expression de cav2 et cltb.

Nous avons, ensuite, déterminé le mécanisme par lequel les NPs de NiO généraient un stress
oxydant dans les HEPA-E1. Tout d’abord, il est observé, d’une part, une diminution des ERO
globales, et, d’autre part, une augmentation de la production d’O," mitochondrial et
cytoplasmique. De plus, nous avons observé une baisse de |'activité de la SOD. Ces résultats
semblent indiquer qu’il y a une production permanente d’espéces radicalaires tel que I'O" qui
ne peut pas étre dismuté en H,0: par la SOD étant donné que cette enzyme est peu, voire pas
active. Nous avons, également, montré que la SOD était altérée en post transcriptionnel dans
la mesure ol une augmentation de son expression est observée. Les expressions de la cat et
des mt sont également augmentées en réponse a la libération de nickel sous forme dissoute
a la plus forte concentration.

En réponse au stress oxydant généré, il a, également, été mis en évidence le déclenchement
d’une réponse pro-inflammatoire caractérisée par une augmentation de la sécrétion d’IL-6.
En utilisant des enzymes anti-oxydantes, nous avons, ensuite, montré que le stress oxydant
semble étre a l'origine de la perturbation de I’homéostasie calcique et de la dysfonction
mitochondriale observées. Nos résultats suggérent aussi que les organites, RE et mitochondrie
(deux sites tampons du calcium qui cooperent pour réguler I'homéostasie calcique
intracellulaire) repompent le calcium cytoplasmique. En réponse a ce phénomene, les
mitochondries activent leur biogenése mise en évidence par l'augmentation de la
transcription de I'enzyme mitochondriale atp6-8 ainsi que de la masse mitochondriale.
L'augmentation de la transcription de coxI observée montre une altération de la chaine
respiratoire mitochondriale probablement en lien avec une altération de l'activité des
mitochondries caractérisée par une diminution du WMP. Il semblerait, d’autre part, que cette
modification du WMP pourrait activer les voies de mort cellulaire par apoptose dans la mesure
ou nous avons observé une augmentation de la transcription du facteur pro-apoptotique bax
et de la production de caspase 9. Nos résultats sur les NPs de NiO sont résumés sur la figure
48. Enfin, nous avons, également, montré que les NPs de NiO semblent, a priori, plus toxiques

gue les sels de nickel.
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cav2 : cavéoline-2

cltb : clathrine-b

SOD : Superoxyde dismutase
cat : catalase

mt : méthallothionéines
H,0, : Peroxyde d’hydrogeéne

02.— : Anion superoxyde
2

[Ca +]ic:concentration calcique cytoplasmique
2+

[Ca ], :concentration calcique réticulaire

2+ . . . .
[Ca ] :concentration calcique mitochondriale

AcCoa : Acetyl Cao carboxylase

Atp6-8 : Adenosine triphosphate 6-8

Cox : cyclo-oxygénase

WMP : potentiel de membrane mitochondriale
CRM : chaine respiratoire mitochondriale
Casp9 : caspase 9

Bax : Bcl-2—associated X protein
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Figure 143 : Schéma résumé du mécanisme d’action toxique des NPs de NiO dans les cellules HEPA-E1
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3. Cellules vasculaires pulmonaires humaines exposées aux latérites
nickéliferes : Effets cytotoxiques des particules fines de latérites
riches en nickel, prélevées en Nouvelle-Calédonie, sur des cellules
endothéliales d'artere pulmonaire humaine impliquant le stress
oxydant et |a perturbation de la signalisation calcique

Contexte :

Apreés avoir élucidé le mécanisme d’action toxique des NPs de NiO, il nous est apparu opportun
d’évaluer les mécanismes d’action toxique de particules (particulate matter, PM) naturelles
directement prélevées en Nouvelle-Calédonie et de comparer leur toxicité a celle des NPs de
NiO. Les particules atmosphériques (PUF, PM3s...) peuvent avoir diverses origines telles que
I’émission directe dans I'atmosphére de particules provenant de l'industrie miniére par
exemple, ou la remise en suspension de particules a partir des sols, par le vent et les activités
anthropiques. Cette derniere source est particulierement importante sur des sols instables et
fragiles, sensibles a I"érosion, comme les sols latéritiques riches en nickel en Nouvelle-
Calédonie (Ambatsian et al., 1997, Losfeld et al.,, 2015) dont |'érosion naturelle conduit a
I'émission atmosphérique de PM latéritiques. Les exploitations miniéres de nickel amplifient
I’érosion des sols ultramafiques augmentant, ainsi, I’émission atmosphérique de PM (PMyy,
PM:3s et PUF) riches en métaux (He et al., 2005, Pasquet et al., 2018, Pasquet et al., 2016a).
Ces phénomeénes augmentent donc la probabilité pour les travailleurs et les populations
environnantes d’inhaler ces particules. Dans la mesure ou, d'une part, les cellules
endothéliales constituent une cible privilégiée des effets nocifs des PM fines et ultrafines
(PMy5 et PUF) et, d’autre part, toute dysfonction endothéliale peut étre a I'origine du
déclenchement de pathologies cardiovasculaire telles que I’'HTP, notre étude a porté sur des
cellules HPAEC. La toxicité, notamment respiratoire, des PMys et des PUF a, en partie, été
étudiée, et il est rapporté qu’une exposition accrue a ces polluants déclenche des pathologies
respiratoires comme |'asthme et la BPCO, mais également cardiovasculaires comme des
infarctus du myocarde, I'hypertension artérielle ou encore de I'HTP (Brown et al., 2002,
Chaouat et al., 2009, Chalupa et al., 2004, Pope et al., 2015, Beelen et al., 2014, Pope et al.,
2004, Pope et al., 2002). Les PM2 s et les PUF sont souvent responsables d’un effet cytotoxique
caractérisé par un stress oxydant important, une réponse pro-inflammatoire et une altération
de la signalisation calcique, autant d’évenements a I'origine d’une altération de la réactivité

vasculaire et d’une dysfonction endothéliale (Ying et al., 2013). Cependant, a I’heure actuelle,
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aucune étude n’a été menée sur des CE exposées avec des PM de latérites riche en Ni

prélevées en Nouvelle-Calédonie.

Objectifs :
Dans ce contexte, les objectifs de cette étude sont :

1. d'évaluer, in vitro, dans les HPAEC la toxicité de deux types de PM de latérites en
étudiant : (i) la cytotoxicité, (ii) I'internalisation, (iii) le stress oxydant, (iv) la réponse pro-
inflammatoire et (v) la signalisation calcique.

2. de comparer les potentiels effets toxiques des PM latéritiques aux effets des NPs de
NiO afin d’évaluer si le risque de développer des pathologies cardiovasculaires est plutot dd a
I'inhalation de nanoparticules émises de maniére anthropique par les activités minieres qui
émettent des NPs de NiO par les usines et les procédés hydro métallurgiques utilisés, ou bien
par I'inhalation de PM naturelles riches en nickel remises en suspension par I’érosion naturelle

des sols et les activités humaines.
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Abstract

Anthropic activities such as open pit mining, amplify the natural erosion of soils in New Caledonia leading to
atmospheric emission of nickel — rich laterite fine particles. After inhalation, endothelial cells in the pulmonary
circulation are one of the primary target of particles. The objective of this in vitro study was to assess the cytotoxic
effects of two types of laterite fine particles, K4 and RT1, on human pulmonary artery endothelial cells (HPAEC).
A special attention was paid to cell viability, oxidative stress, inflammation and calcium signaling, critical events
involved in the physiopathology of vascular diseases. HPAEC were exposed to K4 or RT1 (0.5-150 pg/cm?) during
4 or 24 h. The following different endpoints were studied: (i) viability cells by spectrophotometry, (ii) ROS
production by spectrofluorimetry and confocal microscopy; (iii) inflammation by IL-6 secretion (ELISA) and (iv)
calcium signaling by confocal microscopy. K4 and RT1 particles induced oxidative stress evidenced by an increase
in ROS production and a pro-inflammatory response with IL-6 secretion. In addition, laterite particles exposure
altered calcium homeostasis, with an increase in cytosolic calcium concentration ([Ca?*]i). In order, the effects

of NiONPs, already characterized on HPAEC, will be compared with the results obtained in this study.
Keywords: nickel — rich laterite particles, pulmonary endothelial cells, cytotoxicity, reactive oxygen species,

inflammation, calcium signaling
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1. Introduction

The air quality that we breathe directly depends on the air pollutants in the atmosphere. In 2017, an estimate of
7 million premature deaths worldwide were caused by air pollution (Miller et al., 2018) and, in 2022, according
to the WHO (World Health Organization), 90 % of the world’s population breathes polluted air. The main causes
of mortality are cardiovascular and respiratory diseases such as asthma, chronic obstructive pulmonary disease,
cancers and pulmonary hypertension (PH) (Pope et al., 2015, Pope et al., 2004, Beelen et al., 2014, Brown et al.,
2002, Chalupa et al., 2004). One can assume that people inhaling air pollutant such as airborne particulate matter
(PM) suffering from these preexisting pathologies are at risk of exacerbating vascular diseases. PM are classified
according to their sizes with the coarse particles, PM1o with a mean aerodynamic diameter < 10 um; fine particles
PM2s with a mean aerodynamic diameter < 2.5 um and ultrafine particles PMo.1 with a mean aerodynamic
diameter < 0.1 um. The PM toxicity then depends on their physico-chemical composition and sources. Indeed,
PM may have several origins, such as the direct release into the atmosphere from industry, traffic, domestic
activities, the chemical transformation of gases and the resuspension of particles from soils by the wind and
anthropic activities. This last source is particularly important on fragility and instability soils that are highly
erodible, such as nickel - rich laterite soils in New Caledonia, one of the largest nickel producers in the world
(Ambatsian et al., 1997). These resources are concentrated in ultramafic formations, that cover nearly 30 % of
the New Caledonian subsoils (Isnard et al., 2016). Ultramafic soils are characterized by high concentration of
metal trace elements including nickel (Ni), chromium (Cr), cobalt (Co), manganese (Mn) and iron (Fe) (Losfeld et
al., 2015). Soils erosion leads to atmospheric emission of PM particles such as nickel — rich laterites. This
atmospheric PM emission is amplified by an increased erosion of ultramafic soils due to anthropic activities, such
as mining (He et al., 2005, Pasquet et al., 2016b) thus increasing the release of metal — rich PM1o, PM2.sand PMo.1.
Among the human activities responsible of pollution, mining activities represent the second source of heavy
metal soils contamination in the world (Younger, 2001). Furthermore, the natural erosion of those laterite soils
is enhanced in New Caledonia due to the tropical climate conditions characterized by heavy rains, strong winds
and cyclones. Therefore, it leads to mobilization of metal — rich PM from soils to atmosphere.

However, the strong global Ni use in the world may contribute to increase anthropic and natural emission of PM
and hence the risk of PM inhalation by mines workers and surrounding populations. This can lead to public health
problems. Recent studies actually revealed a significant contamination of local populations in New Caledonia
linked to the enrichment of soils by metals (St-Jean et al., 2018). Moreover, it has been shown that some workers

in nickel refineries exhibit an elevated nickel level in lung tissues and develop more cardiovascular diseases
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(Norseth, 1994, Andersen and Svenes, 1989, Sunderman et al., 1989). Thus, owing to the nickel significant
increase exploitation and to the increase of PM anthropic emission, it is crucial to focus on the toxic effect of
nickel —rich laterite PM for risk assessment of workers and surrounding population in New Caledonia.

After inhalation, PM penetrate into the respiratory tract and are delivered more or less deeply into the lungs
(Saieg et al., 2011, Horemans et al., 2012). PM1o accumulate in the pharynx and the larynx where they can be
expectorated. PMa2.s and PMo.1 can be deposited all along the tracheobronchial tract, and, finally, the finest ones
and some of their soluble constituents such as metals can be transported to the pulmonary alveoli, cross the
pulmonary epithelial barrier to reach the pulmonary circulation (Miller et al., 2017, Oberdorster et al., 1994).
They can there be directly in contact with endothelial cells (ECs) lining the inner surface of arteries, in addition,
soluble compounds, including metals, adsorbed on the surface of PM can also cross the alveolar barrier and come
into direct contact with EC (Nemmar et al., 2002, Nemmar et al., 2001). The ECs play a key role in pulmonary
vascular physiology by controlling vascular tone, blood flow, coagulation and calcium homeostasis (Sandow et
al.,, 2012). So, any alterations of ECs can lead to vascular dysregulation, and thus to the development or
exacerbation of cardiovascular pathologies.

Furthermore, some in vivo studies have shown that exposure to Ni - rich PM induces pulmonary toxicity
characterized, on the one hand, by pulmonary inflammation with a significant increase in neutrophils,
eosinophils, macrophages, pulmonary lymphocytes and alveolar proteinosis and, in the other hand, by
pulmonary fibrosis (Senoh et al., 2017, Chang et al., 2017b, Mo et al., 2019). Both events are known to play an
important role in cardiovascular diseases (Rafikova et al., 2019). Among the pro-inflammatory cytokines
secreted, the interleukine-6 (IL-6) is particularly produced by EC after PM exposure, a cytokine involved in
cardiovascular disease such as pulmonary hypertension (PH), the main disease of the pulmonary arterial
circulation (Bengalli et al., 2017, Brown et al., 2000, Chaouat et al., 2009).

In vitro studies have also demonstrated that PMs induce oxidative stress and calcium signaling alterations, which
both are critical events involved in the physiopathology of PH (Guibert et al., 2007, Lai et al., 2015, Deweirdt et
al., 2017). Regarding calcium signaling alterations, previous studies have shown that exposure of intrapulmonary
arteries to PMo.1 disrupts vascular reactivity (Courtois et al.,, 2010, Ying et al., 2013) with an increase of
cytoplasmic calcium concentration (Deweirdt et al., 2020).

However, although endothelial dysfunction plays a major role in the pathogenesis of vascular disease, the toxicity
of nickel — rich laterite PM form New Caledonia in human pulmonary endothelial cells have not yet been

reported. In this context, the objectives of this in vitro study were to assess the toxicity of two types of nickel —
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rich laterite PM, K4 and RT1, in human pulmonary artery endothelial cells arteries (HPAEC) by investigating: (i)
nickel — rich laterite PM characterization and internalization, (ii) cytotoxicity, (iii) oxidative stress, (iv) pro-
inflammatory response and (v) calcium signaling. Another aim of this study is also to compare the effects of these
nickel —rich laterite PM, with those of NiONPs on the same cell type, HPAEC, already study in a previous research
(Germande et al., 2022). The objective is to identify the most toxic particles on HPAECs, whether it is atmospheric
PM or NiONPs which come from factories and mining activities, and thus, to determine where the major risk for

the population and workers in New Caledonia comes from.

2. Materials and methods

2.1. Reagents and chemicals
Human pulmonary arterial endothelial cells (HPAEC) cells were cultured in the Endothelial Cell Growth Medium
(ECGM) from PromoCell®. The standard physiological salt solution (PSS) was composed of: 130 mM NaCl, 5.6 mM
KCl, 8 mM HEPES, 11 mM Glucose, 1 mM Mg?* and 2 mM Ca?*; adjusted at pH = 7.4. The Krebs-HEPES Buffer
(KHB) was composed of 118.4 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 1.2 mM MgS04, 4 mM NaHCOs, 1.2 mM KH2PO4, 2 mM
CaClz, 10 mM HEPES and 6 mM D-Glucose. Fluo-4-AM green dye (1 uM) and Hoechst 33342 blue dye (2 uM) were
obtained from ThermoFischer Scientific, Invitrogen™ (France).

2.2, Human pulmonary arterial endothelial cells culture
Human pulmonary arterial endothelial cells (HPAEC) isolated from pulmonary artery main branch of a 37-years-
old female Caucasian donor (N°451Z031.14) were purchased from PromoCell® (Germany). HPAEC were cultured
in ECGM supplemented with Supplement Mix, according to the manufacturer’s guidelines (PromoCell®). All
experiments were done on HPAEC form passage 2 to 8 and cells were cultured at 37 °Cand 5 % CO..

2.3. Nickel — rich laterite PM

2.3.1.  Nickel —riche laterite PM characterization
Two types of nickel — riche laterite PM were collected in two differents sites in New Caledonia in 2013 : RT1,
sample collected in the Taléa-coco river watershed, downstream of a mining site at Mount Koniambo in the north
of the island; and K4, sample collected in the mining site of Mount Koniambo. Samples were analyzed by the ISEA
lab in the University of Noumea for metals composition. The nickel — riche laterite PM were ground in situ to
obtain particles of the order of 10um (PM1o), then, a second grinding stage was carried out at the University of
Bordeaux. This last grinding stage, which made it possible to obtain particles of the size of PMa.s, was carried out

at the LTPIB (Laboratoire de Technologie Pharmaceutique Industrielle de Bordeaux) using a roller mill (Fritsch
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pulverisette 7®) with 5 cycles of 60 seconds at 8 rpm. Then, RT1 and K4 were suspended in ECGM at a final stock
solution concentration of 2 mg/mL and stored at 4°C until use. Prior use, stock suspensions were vortexed,
sonicated for 3 x 30 s (Vibracell 75186, 130 W, 56 - 60 Hz) and diluted extemporaneously in ECGM at appropriate
concentrations (0.5 - 150 pg/cm?).

2.3.2. Hydrodynamic size distributions
The hydrodynamic size distribution of RT1 and K4 dispersed in ECGM was determined at a concentration of
9.5 ug/ml (5 pg/cm?) by Dynamic Light Scattering (DLS) using a VASCO particle size analyzer from Cordouan
Technologies®, as previously described (Deweirdt et al., 2020, Germande et al., 2022). The size distribution data
were analyzed using a probabilistic self-learning algorithm, so-called Sparse Bayesian Learning (SBL) adapted for
very poly-dispersed particle suspensions to improve the resolution of multimodal size distributions.

2.4. Nickel - rich laterite PM internalization
Transmission Electron Microscope (TEM) was used to study K4 and RT1 internalizations. Cells were seeded at 20
000 cells/cm? in Lab-Teck chambers (Dutsher, France), and cultured in supplemented ECGM, for 24 h at 37°C and
5 % COa. Cells were then exposed or not to K4 or RT1 at 5 ug/cm?. After a 4 h-exposure to laterites, cells were
fixed with 1.6 % paraformaldehyde and 2 % glutaraldehyde in 0.08 M cacodylate buffer (pH 7.4) for 2 h at room
temperature (RT). After washing in 0.1 M cacodylate buffer, cells were post-fixed in a mix of 1 % osmium
tetroxide (v/v)/ 1 % potassium ferricyanide KsFe(CN)6 (p/v) in 0.1 M cacodylate buffer, for 2 h, on ice in the dark.
Then, samples were washed in water and stained in 0.5 % aqueous uranyl acetate solution for 30 min at RT and
in the dark. Subsequently, cells were washed, dehydrated through a series of graded ethanol, and finally
embedded, first in a mixture of pure ethanol and epoxy resin 50/50 (v/v) (Epon 812; Delta Microscopie, Toulouse,
France) for 2 h and then in 100 % resin overnight at RT. The resin polymerization was achieved after 48 h at 60°C.
Samples were then cut using a diamond knife (Diatome, BielBienne, Switzerland) using an ultramicrotome (EM
UCT, Leica Microsystems, Vienna, Austria). Ultrathin sections (65 nm) were laid on copper grids and then stained
with Uranyless (Delta Microscopies, Toulouse, France) and lead citrate. Grids were examined with a Transmission
Electron Microscope (H7650, Hitachi, Tokyo, Japan) at 80 kV.

2.5. Cytotoxic assay
Cell viability was assessed using the WST-1 (Water Soluble Tetrazolium) cell proliferation reagent (Roche, France)
according to the manufacturer’s recommendations. This assay assumes that the relative number of viable cells
is proportional with the mitochondrial enzymatic activity. Cells were seeded at 20,000 cells/cm?in a 96-well plate

and cultured for 24 h. After a 24 h-exposition with K4 or RT1 (1 - 150 ug/cm?), cells were rinsed with ECGM and
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incubated for 3 h with WST-1 reagent. The absorbance was measured at 450 nm by spectrophotometry using a
microplate spectrophotometer reader (SPECTROstarNano2.10, BMG Labtech®, Germany). The working

concentrations for all further experiments were determined by this test (mortality rate less than 30 %).
2.6. Oxidative stress

2.6.1.  Global ROS production
Cells were seeded at 20,000 cells/cm? in a 12-well, 24-well or 96-well plates and cultured for 24 h at 37 °Cand 5
% CO:. Cells were then exposed to NiONPs at different concentrations (0.5 - 5 pug/cm?) for 4-h. Intracellular
reactive oxygen species (ROS) production was assessed using the CM-H2DCFDA probe (Fisher Scientific®),
according to the manufacturer’s recommendations. Cells were rinsed with ECGM without serum and were pre-
incubated for 20 min with CM-H2DCFDA probe (final concentration 20 uM) before the PM exposition for 4-h.
Fluorescence intensity was measured by spectrofluorimetry at 485/520 nm (excitation/emission) by using
FLUOstar Omega 2.10 plate reader, and the analyses were performed with MARS Data Analysis Software 2.30 R3
(BMG Labtech®).

2.6.2.  Mitochondrial Oz production
Production of mitochondrial superoxide anion was assessed by confocal microscopy (TE 2000, Nikon) using
MitoSOX™ red dye (ThermoFischer®), according to the manufacturer’s recommendations. After a 4 h-exposure
to PM, cells were incubated for 30 min (37°C, in the dark), with a MitoSOX™ probe in physiological salt solution
(PSS). The MitoSOX™ probe was co-incubated with a a nucleus probe (Hoechst 33342). Fluorescence intensity
was measured for MitoSOX™ at 543/605 nm and Hoechst 33342 at 408/450 nm (excitation/emission). For all
the confocal microscopy experiments, the plates were observed with an X 200 magnification with an oil
immersion objective on a laser scanning confocal microscope. MitoSOX™ fluorescence intensity is proportional
to the rate of probe oxidation. Analyses were performed using the NIS-Elements AR software 3.0 and Microsoft
Office Excel.

2.6.3.  Superoxide dismutase enzymatic activity
The superoxide dismutase (SOD) enzymatic activity was measured with a commercially available kit (19160 SOD
determination kit, Sigma-AldrichVR, USA). This kit also uses WST-1, which produces a water soluble formazan
dye upon reduction with the O2". The rate of the reduction with 02" is linearly related to the xanthine oxidase
activity and is inhibited by SOD. The IC50 (50% inhibition of SOD activity) was determined by a colorimetric
method. Inhibition of SOD activity can be quantified by measuring the decrease in color development at 440 nm.

After a 24 h-exposure to PM, supernatants were used for analysis according to the manufacturer’s
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recommendations to determine SOD activity. The absorbance of supernatants was measured at 440 nm by
spectrophotometry using a microplate spectrophotometer reader (SPECTROstarNano2.10, BMG LabtechVR,
Germany).

2.7. Pro-inflammation effect: cytokines IL-6 secretion
The IL-6 protein production into the supernatants was detected by ELISA assay (Human IL-6 DuoSet® ELISA R&D
Systems, USA). Cells were seeded at 20,000 cells/cm? in 12-well plate and cultured for 24 h at 37 °C and 5 % CO..
Cells were rinsed with medium culture and exposed to PM (0.5 - 5 pg/cm?) for 24 h. The supernatant was
removed, centrifuged and analyzed according to the manufacturer’s guidelines. The absorbance was measured
at 450 nm, corrected at 570 nm by spectrophotometry using a microplate spectrophotometer reader
(SPECTROstarNano 2.10, BMG Labtech®, Germany).

2.8. Cytoplasmic calcium measurement
Intracellular calcium [Ca?*)i was detected using the Fluo-4-AM green dye according to the manufacturer’s
guidelines. Cells were seeded at 20,000 cells/cm? in a 96-well plate and cultured for 24 h at 37 °C and 5 % CO..
After a 4 h-exposition with PM (0.5 - 5 pg/cm?), cells were incubated for 30 min (37°C, in the dark), with different
fluorescents probes in PSS. Fluo-4-AM probe was co-incubated with a nucleus probe (Hoechst 33342).
Fluorescence intensity was measured for Fluo-4-AM at 488/515 nm and for Hoechst 33342 at 408/450 nm
(excitation/emission). For each experiment 20 at 30 cells were analyzed per well. The analyses were performed
using NIS-Elements AR software 3.0 and Microsoft Office Excel.

2.9. Statistical analysis
Each experimental condition was independently repeated several times (n indicates the number of experiments)
and for each independent experiment, 3 to 8 wells per condition were performed. Data are expressed as mean
+ Standard Error of the Mean (SEM) for n independent experiments. Statistical analyses were assessed using
analysis of variance: one-way ANOVA followed by Tukey's post-test for multiple comparisons (n > 30), and by
Kruskal Wallis test followed by Dunn’s post- test (n < 30). (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 and **** p <

0.0001) with GraphPad statistics software. P values < 0.05 were considered statistically significant.

3. Results

3.1. Characterization of nickel — rich laterite PM
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The nickel — rich laterite PM composition was assessed and results showed that the K4 and the RT1 are

composed of respectively 7 % and 4.83 %, of Ni. Ni is the most concentrated metal after Fe with 91.61 % and

94.61 % respectively for K4 and RT1 (table 1).

Dynamic light scattering measurement (DLS) was implemented to assess the colloidal stability state of RT1

and K4 in the culture medium. The results for K4 at 5 pg/cm? showed three peaks detected at 54.34 nm; 552.95

nm and 3242.22 nm with a mean at 1882.18 nm. For RT1, at 5 pg/cm?, three peaks were observed too, at 113.72

nm; 862.47 nm and 2497.99 nm with a mean at 1236.69 nm (fig. 1). These results confirmed that the size of the

studied particles corresponds to that of PM2s.

gkg

Ni 223

Co 0.66

Mn 3.78

Fe 292

A
Intensity
I K4 laterites —_
Mean Size Size Peak 1 Size Peak 2 Size Peak 3
(am) (nm) (nm) (nm)
1882.18 5434 552.95 324222

Table 1 : Composition of K4 and RT1 laterites in g/kg and in percentage (%).

RT1
% g/kg %
7.00 19.52 4.83
0,21 0.4 0.10
1.19 1.87 0.46
91.61 382.86 94.61
B
Frasty
I RTI laterites —
A .
Mean Size Size Peak 1 Size Peak 2 Size Peak 3
(nm) (om) (nm) (nm)
1236.69 113.72 862.47 2497.99

Figure 1 : Size distribution of K4 and RT1 laterites in ECGM at 5 ug/cm? measured by DLS. (A) K4 laterites DLS. (B) RT1 laterites DLS.

3.2.

Nickel — rich laterite PM internalization

TEM was performed to observe nickel —rrich laterite PM uptake and localization in HPAEC after a 4 h-exposure (5

ug/ cm?). Control cells are shown in fig. 2A. After a rapid internalization, nickel — rich laterite PM were mainly
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clustered in vesicles in the cytoplasm for the two nickel — rich laterite PM, K4 (fig. 2B) and RT1 (fig. 2C).
Internalized nickel — rich laterite PM were mostly organized in aggregates of various sizes. Nickel — rich laterite

PM were also localized near the nucleus or near mitochondria.

Figure 2 : internalization and intracellular localization of k4 and rtl laterites in hpaec. White arrows show intracellular laterite

aggregates, ‘n’ corresponds to the nucleus; ‘m’ corresponds to the mitochondria. (a) controls cells, (b) k4 internalization, (c) rtl

internalization.

3.3. Nickel —rich laterite PM decrease viability cell

To understand the mechanism of nickel — rich laterite PM- induced effect in HPAEC, the non-toxic range of K4
and RT1 concentrations (mortality rate < 30 %) was first investigated by the WST-1 test. Cytotoxic effect was
performed on HPAEC after a 24-h treatment with PM. The results show a significant and concentration-
dependent decrease of cell viability from 25 pug/cm? for both PM (54.95 % for K4 and 52.2 % of viability for RT1,
*** P <0.001) as compared to untreated cells (fig. 3). These results also show that the mitochondrial activity of

HPAEC decreased in a concentration-dependent manner upon nickel — rich laterite PM exposure.
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Figure 3 : Viability cells on HPAEC after K4 and RT1 laterites exposure. Cell viability was measured after a 24 h-exposure with K4 or RT1 (1-150

pg/cm?) by the colorimetric WST-1 assay. Results are expressed as the percentage of cell viability in treated cells, as compared to control cells

(100%). Data were mean = SEM of four independents experiments, n = 4 (eight wells/ concentration). (A) Cell viability after K4 exposure. (B) Cell

viability after RT1 exposure. Statistically significant at p < 0.001(***) as compared to untreated control cells.

3.4. Nickel - rich laterite PM induce oxidative stress

3.4.1.  Global ROS production
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Figure 4 : Global intracellular ROS production after K4 and RT1 laterites exposure. Cells were exposed 4 h with K4 or RT1 (0.5 — 5 ug/cm?)
and ROS production was measured by spectrofluorimetry via CM-H,DCF-DA probe assay. The values were normalized to untreated cells,
and results are expressed as the percentage of CM-H,DCF-DA probe fluorescence intensity increase relative to control cells. H,0, was
used as positive control (final concentration 1mm). Data are mean * SEM of five independents experiments, n = 5 (three wells/
concentration) (A) ROS production after K4 exposure. (B) ROS production after RT1 exposure. Statistically significant at p < 0.05(*) and p

< 0.001(***) as compared to untreated control cells.

(18.88 % and 34.04 % respectively for 2.5 and 5 pg/cm?) as compared to untreated cells (fig. 4).
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3.4.2.  Mitochondrial Oz" production
After a 4 h-exposure of HPAEC to K4 and RT1 (0.5 - 5 pg/cm?), a significant and concentration-dependent increase
of mitochondrial Oz production is observed at 2.5 and 5 pg/cm? for K4 (119.32 and 136.7 % respectively) and
from the lowest concentration for RT1 (109.4 %; 109.9 % and 126.2 % respectively for 0.5, 2.5 and 5 pg/cm?) as

compared to untreated cells (fig. 5).
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Figure 5 : Mitochondrial O~ production after K4 and RT1 laterites exposure. Cells were exposed 4 h with K4 or RT1 (0.5 — 5 pg/cm?) and
mitochondrial O, was measured with MitoSOX probe (final concentration 5 mM) by confocal microscopy. The values were normalized to
untreated cells and results are expressed as the percentage of MitoSOX probe fluorescence intensity, relative to control cells. Data are mean
+ SEM of three independents experiments, n = 3 (five wells/ concentration). (A) Mitochondrial O, production after K4 exposure. (B)
Mitochondrial O, production after RT1 exposure. Statistically significant at p < 0.05(*) and p < 0.001(***) as compared to untreated control

cells.

3.4.3.  SOD activity
After a 24 h-exposure of HPAEC to K4 and RT1 (0.5-5 mg/cm?), a significant increase in SOD enzymatic activity is
observed at the highest concentration for K4 (1046.62 U/mg of proteins) and from 2.5 pg/cm? for RT1 (0.062 and
0.082 U/mg of proteins respectively for 2.5 pg/cm? and 5 pg/cm?) as compared to the untreated cells (0.023 and

0.026 U/mg of proteins respectively for K4 and RT1) (fig. 6).
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Figure 6 : SOD activity after K4 and RT1 laterites exposure. Cells were exposed 24 h with K4 or RT1 (0.5 — 5 pg/cm?) and SOD activity was
measured by a colorimetric test by spectrophotometry. The results were expressed as SOD Units/mg of proteins. Dataare mean + SEM of three
independents experiments, n = 3 (three wells/concentration). (A) SOD activity after K4 exposure. (B) SOD activity after RT1 exposure. Statistically

significant at p < 0.05(*) and p < 0.001(***) as compared to untreated control cells.

3.5. Nickel - rich laterite PM increase IL-6 secretion
The secretion of IL-6 was measured by ELISA assay in HPAEC. After a 24 h-exposure of cells to K4 or RT1 (0.5 -5
pg/cm?), the results show for both particles a significant increase of IL-6 secretion at 5 pg/cm? (286.75 and 634.08
pg/mg of proteins, respectively for K4 and RT1) as compared to untreated cells 231.08 and 310.37 pg/mg of proteins

respectively for controls of K4 and of RT1 (fig. 7).
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Figure 7 : IL-6 secretion in HPAEC after exposure with K4 and RT1. Cells were exposed 24 h with K4 or RT1 (0.5 — 5 ug/cm?) and IL-6 secretion
was measured by ELISA assay. The results were expressed as pg/mg of proteins. Data are mean + SEM of six independents experiments, n =

6 (three wells/concentration). (A) IL-6 secretion after K4 exposure. (B) IL-6 secretion after RT1 exposure. Statistically significant at p < 0.05(*).

3.6. Nickel - rich laterite PM increase cytosolic calcium level
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After a 4 h-exposure with K4 and RT1 (0.5 - 5 pg/cm?) the results show a significant increase of the basal
cytoplasmic calcium level at the highest concentration for K4 (127.64 %) and from the lowest concentration after

RT1-exposure (116.6 %; 118.9 % and 129.2 % respectively for 0.5; 2.5 and 5 pg/cm?) as compared to untreated

cells (fig. 8).
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Figure 8 : Calcium level in HPAEC after K4 or RT1 exposure. Cells were exposed 4 h with K4 or RT1 NiONPs (0.5 — 5 pg/cm?). Cytoplasmic Ca?*
levels were measured by confocal microscopy with Fluo-4AM probe (final concentration 1 mM). Fluo-4FF, AM probe (10 mM) and Rhod-
2AM probe (1 mM). The values were normalized to the untreated cells and results were expressed as the percentage of the probes
fluorescence intensity relative to the control cells (100 %). (A) [Ca2*]; after K4 exposure. (B) [Ca2*]; after RT1 exposure. Statistically significant

at p < 0.001(***) as compared to untreated control cells.

4. Discussion

It was first of all interesting to compare the effects of the two types of nickel —rich laterite PM, taken from two
different locations, in order to investigate if their different composition and size distribution led to a difference
in the toxic effects observed on HPAEC. Our results showed that, overall, the same effects were observed on
HPAEC, such as: cytotoxic effects; global ROS and mitochondrial Oz productions; SOD activity; IL-6 secretion and
Ca?* homeostasis alterations. However, for some experiments, the responses were more or less important. For
instance, ROS and mitochondrial 02~ productions, SOD response and cytoplasmic Ca?* levels were disrupted at
lower concentrations of exposure for RT1 compared to K4, leading to a more important inflammation response.
This can be explained in large part by the different levels of metals in these nickel — rich laterite PM (7 % of Ni
and 91.61 % of Fe in K4 as compared to RT1 composed by 4.83 % of Ni but 94.6 % of Fe), but also by the
differences in size distribution with smaller sizes of RT1 compared to K4, especially for the highest particles size
(around 2500 nm and 3200 nm respectively). Indeed, it is known that the size and composition of particles affect
their toxicity (Sabella et al., 2014). The effect of RT1 from lower concentrations can be explained by the fact that
the smallest particles are the most toxic. Nevertheless, the responses were measured for these two types of

nickel — rich laterite PM in the same range of concentrations of exposure, so we assume for the rest of the
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discussion that we can globalize their responses to compare them to the effects of NIONPs on the same cell type,
HPAEC, owing to the fact that the largest part of Ni particles released from mining activities correspond to NiONPs
(around 50 nm).

The nickel — rich laterite PM cytotoxic effect on HPAEC has been evaluated, on the one hand, to select the
concentrations (mortality rate < 20 %) that were used for all the mechanistic experiments and, on the other hand,
to compare the cytotoxicity of these nickel — rich laterite PM with NiONPs toxicity in order to see whether
particles size and composition could have an impact on cytotoxicity. Taking into account the respiratory rate for
a healthy man (20 L/min., 12-h/day exposure), the alveolar deposits (20-50 %), the alveolar surface (75 m2), and
the possible internalization of the finest particles in endothelial cells, the different concentrations used in this
study (0.5-5 mg/cm?) are realistic concentrations close to the ones found from PM2 exposure in New Caledonia
near nickel mines [Scal’AIR, 2018] (Akerlund et al. 2019). Firstly, our results showed that nickel —rich laterite PM
seemed less cytotoxic than NiONPs on HPAEC. Indeed, the IC50 for nickel — rich laterite PM were 18.16 pug/cm?
(for K4) and 19.1 pg/cm? (for RT1), as compared to 12.79 ug/cm? for NiONPs (Germande et al., 2022).

When HPAEC were exposed to nickel — rich laterite PM, these particles were quickly internalized into the
cytoplasm, into vesicles, in aggregates of different sizes. Some aggregates were localized very close to nucleus
and mitochondria suggesting that they could lead to mitochondrial dysfunction. This cytotoxic effect is otherwise
observed with the WST-1 test showing an alteration of mitochondria. Like other metallic particles the nickel —
rich laterite PM internalization could be a key factor in their toxicity (Munoz and Costa, 2012). It is well known
that the acidic pH of some organelles can facilitate the release of different ions, like Fe3* or Fe?*, Mn?*, Co” or Ni%*
probably responsible for toxicity and oxidative stress generation (Sabella et al., 2014). It has been shown that
one of the key mechanisms leading to metal particles and PM2s cytotoxicity is an overproduction of ROS (Ivask
et al., 2015, Abdal Dayem et al., 2017, Deweirdt et al., 2017, Germande et al., 2022). Our results demonstrate
that in HPAEC, nickel — rich laterite PM increased global ROS production with a large increase at the highest
concentrations. It is interesting to point out that NiONPs generate an overproduction of ROS at very low
concentrations (from 0.5 pg/cm?) as compared to nickel — rich laterite PM (from 2.5 pug/cm?) (Germande et al.,
2022). However, at 5 pg/cm?, the percentage of ROS production is higher after nickel — rich laterite PM
expositions (82.69 % and 34.04 % for K4 and RT1 respectively) as compared to NiONPs (15.57 %). Furthermore,
transition metals, such as Ni, are known to produce reactive free radicals, like 02", via the Fenton reaction (Abdal
Dayem et al., 2017) which needs Fe?*. Our results show that nickel — rich laterite PM are also composed of Fe

more than 90 %. Those data could explain the high percentage of ROS produced by nickel — rich laterite PM. Our
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previous study carried out on HPAEC, has shown a significant increase of 02"~ production in the mitochondria
after a 4 h-exposure to NiONPs (Germande et al., 2022). Our present study suggests that HPAEC cells possess the
same capacity to induce O2"" production after exposition with nickel — rich laterite PM as compared to NiONPs
and a greater capacity to generate global ROS production. However, the mortality is lower at 5 pg/cm? after
nickel - rich laterites exposition as compared to NiONPs (7.9 %, 16.8 % and 31.8 % of mortality for K4, RT1 and
NiONPs respectively) that can be explained by the presence of Mn that could activate the antioxidant system,
particularly the Manganese-SOD (Mates and Sanchez-Jimenez, 2000). NPs such as NiONPs are known to decrease
the antioxidant enzyme activity on HPAEC (Germande et al., 2022). Several authors have demonstrated that
these antioxidant enzymes undergo functional changes by direct interactions with NPs (Zhang et al., 2019)
probably due to their small size and their great surface reactivity. In the present study, on the contrary, we show
that nickel — rich laterite PM activate this antioxidant system characterized by an important increase of SOD
activity. One can assume that the antioxidant system activity is greater after nickel - rich laterite PM exposition
than after NiONPs exposition, leading to a lower cell mortality. These results can therefore be explained, on the
one hand, by the size of the particles and, on the other hand, by the chemical composition and particularly the
presence of Mn in nickel — rich laterite PM. Indeed, we noticed that the K4 laterites are composed of 1.2 % of
Mn and activate the SOD antioxidant enzyme much more than the RT1 laterites which contain only 0.46 % of
Mn.

In view of the localization of nickel — rich laterite PM in the cytoplasm (close to mitochondria), the importance
of mitochondrial oxidative stress and the disruption of succinate dehydrogenase enzyme activity, nickel - rich
laterite PM could alter mitochondrial function. Indeed, 02~ may induce mitochondrial membrane
lipoperoxidation, leading to a mitochondrial membrane potential impairment, as it was already shown after PM
and NiONPs exposition (Deweirdt et al., 2020, Germande et al., 2022). The mitochondrial respiratory chain and
the R-oxidation could therefore be altered and then activate apoptosis and cell death (Prakash et al., 2017). The
present results demonstrate that the mortality observed after nickel — rich laterite PM exposition, could be due
to mitochondrial alteration that could contribute to endothelial dysfunction leading to vascular lung diseases
(Chambers et al., 2018). Furthermore, some studies report that cardiovascular diseases are also associated with
mitochondrial impairment due to oxidative stress (Chistiakov et al., 2018, Freund-Michel et al., 2014).

It is well known that an enhanced ROS production after PMa2.s exposure might activate the pro-inflammatory

pathways via the secretion of pro-inflammatory cytokines such as IL-6 (Zhang et al., 2012, Bengalli et al., 2017),
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and in particular on HPAEC after PMo.1 exposure (Karoly et al., 2007). This study shows that nickel — rich laterite

PM induce a pro-inflammatory response characterized by an IL-6 secretion increase as well as NiONPs exposure.

And IL6 secretion is a major biomarker of cardiovascular disease, including pulmonary hypertension (Tamura et
al., 2018, Rafikova et al., 2019).

Knowing the key role of calcium homeostasis in endothelial dysfunction, the effect of nickel - rich laterite PM
exposure on calcium signaling was also evaluated in HPAEC. The nickel — rich laterite PM increased the basal
calcium level. These results are in line with our previous published data after NIiONPs exposure on HPAEC.
However, this increase is observed from 0.5 pg/cm? after NiONPs exposure and only at the highest concentration
(5 pg/cm?) after nickel — rich laterite PM exposure. So, as for the other experiments, this alteration is more
important after NiONPs exposure. Previous studies have shown that metallic oxide NPs, like NiO, NiCl2 or CeONPs,
could interact with the membrane calcium channels like stretch activated channels due to the NPs ionization that
relays cations like Ni?* or Ce?* (Xiang et al., 2016, Germande et al., 2022, Cortijo et al., 2010). So, any alteration
of membrane calcium channels and calcium homeostasis can lead to vascular dysregulation and thus to the
development or exacerbation of cardiovascular diseases (Sanchez et al., 2017).

All these results suggest also that the physico-chemical characteristics of particles as the size and the metallic
composition are main parameters involved in the toxic effects. However, we have compared, on HPAEC, the
results after NiONPs exposure to the results after nickel —rich PM laterite exposure. These particles have not the
same size (around 2500 nm and 3200 nm respectively for K4 and RT1 and around 50 nm for NiONPs), so, it could
be interesting to compare NiONPs and nickel — rich laterite particles of the same size to see if the differences are
mainly due to the size or the physico-chemical composition.

Indeed, we showed that metals and in particular Ni, Fe and Mn contained in particles such as nickel —rich laterite
PM were involved in particles-induced vascular deleterious effects, even if the presence of Mn can increase the
SOD production. Furthermore, these metals could present additive or synergistic interactions with particle
surface area. These nickel-rich laterites induced-intracellular ROS production could then occur as the result of
free radicals production at the surface of the particles or by soluble harmful metals that are likely to be involved
in vascular diseases. Finally, the small size of nickel-rich laterites particles that can be produced by erosion or
mining activities could potentiate the deleterious effects observed because it is known that the surface reactivity
of particles is largely enhanced by the decrease of the particles size, especially at the nanometric scale.

Overall results are summarized in figure 9.
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Figure 9 : Summary of main results. Nickel — rich laterite PM caused damages that was dependent on oxidative stress and mitochondrial

dysfunction.

Conclusion

The present study shows that nickel - rich laterite PM primarily induce, in HPAEC, an intracellular ROS
overproduction with a pro-inflammatory response characterized by an IL-6 secretion and a cytoplasmic [Ca%];
rise. In addition, these laterites trigger endothelial toxicity through oxidative stress, including the induction of
mitochondrial ROS generation and an activation of the anti-oxidant system. Furthermore, we have demonstrated
that nickel - rich laterite PM seemed to be less toxic than NiONPs, but this could be explained by the chemical
composition and size of the particles. Finally, this study provides evidence that the nickel - rich laterite PM could
lead to endothelial dysfunction which is the main characteristic of hypertensive disease. Thus, exposure to these
laterites may be a risk factor for mines workers and surrounding populations in New Caledonia, especially for
those that present pre-existent cardio-vascular diseases for the exacerbation of pre-existent cardiovascular

diseases.
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Résumé et conclusion :

Cette étude s’intéresse aux effets toxiques de PM; s riches en nickel provenant de Nouvelle-
Calédonie représentant la pollution naturellement présente sur I'lle via I'érosion des sols.
Deux types de latérites ont été récoltées pres du Mont Koniambo pour notre étude. Les
latérites K4 ont été prélevées dans I'enceinte du site minier KNS au Mont Koniambo, et les

latérites RT1 au bord d’une riviére sous influence miniére de I'usine KNS.

Dans un premier temps, nous avons montré que, dans les HPAEC, les latérites K4 et RT1 sont
internalisées dans des vacuoles cytoplasmiques, sous forme d’agrégats. Ces particules
paraissent moins cytotoxiques que les NPs de NiO avec des CI50 respectivement de 18.16
ug/cm? et 19.1 pug/cm? pour les latérites K4 et RT1 contre 12.79 pg/cm? pour les NPs de NiO.
En revanche, nous avons montré que les latérites induisent un stress oxydant plus important
que les NPs de NiO, mais a de plus fortes concentrations. A 5 pug/cm?, les latérites K4 et RT1
entrainent respectivement une augmentation de la production d’ERO de 82.69 % et 34.04 %
alors que pour les NPs de NiO cette augmentation n’est que de 15.57 %. De plus, une
augmentation importante de la production d’anion superoxyde mitochondriale a été observée

ce qui peut s’expliquer par leur composition avec, notamment, plus de 90 % de Fe.

Cependant, la mortalité cellulaire aprés une exposition avec les latérites est bien moindre
gu’apres une exposition avec les NPs de NiO. Cela pourrait s’expliquer par le fait que le
systéeme antioxydant est plus performant aprés une exposition aux latérites au vu de I'activité
de la SOD augmentée alors que les NPs de NiO la diminuent. En effet, la SOD mitochondriale
utilisant le Mn comme coenzyme pourrait étre activée par les latérites qui possédent du Mn

dans leur composition.

Nous avons, par la suite, montré que les latérites déclenchent les voies de I'inflammation
mises en évidence par une augmentation de la sécrétion d’IL-6. Cette augmentation est un
peu plus importante aprés une exposition des HPAEC avec les RT1 comparativement aux NPs

de NiO.

Dans une derniéere étape, nous nous sommes intéressés a I'effet des particules de latérites sur
la signalisation calcique. Nos résultats montrent que les latérites entrainent une augmentation

plus faible du niveau basal de calcium dans le cytoplasme par rapport aux NPs de NiO.

L’ensemble de ces résultats suggere ainsi que malgré la toxicité des latérites, le principal risque
pour les travailleurs et les populations environnantes viendrait plutot de I'inhalation des NPs

de NiO émises par les activités miniéres plutét que de I'inhalation des latérites pour lesquelles
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la majorité des effets sont mis en évidence a 5 pug/cm? alors que les NPs de NiO sont toxiques
des 0.5 pg/cm?, soit une concentration dix fois plus faible. Notons que les concentrations en

Ni dans les PM1 se rapprochent plutdt in vitro de concentrations de I'ordre de 5 pg/cm?.
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Obijectif 2 : Quels sont les impacts au niveau fonctionnel
d’une exposition aux métaux, dont les oxydes de nickel ?

1. Modele pathologique in vitro mimant une dysfonction endothéliale :
Les effets nocifs des NPs de NiO sont-ils amplifiés sur des cellules
vasculaires humaines cultivées en conditions pathologiques ?

Contexte :

De nombreuses études épidémiologiques ont montré qu’une exposition aux polluants
particulaires et aux NPs pouvait déclencher et/ou exacerber des pathologies cardiovasculaires
et pulmonaires. La majorité des études mécanistiques visant a élucider les mécanismes
cellulaires et moléculaires de la toxicité des polluants particulaires est réalisée in vitro, sur des
cellules saines ou in vivo sur des rongeurs sains. Tres peu d’études, épidémiologique ou
mécanistiques, portent sur les effets toxiques de particules inhalées (PM3s5 et NPs) sur des
populations souffrant déja d’une maladie cardiovasculaire ou pulmonaire préexistante
(McCormack and Mathai, 2019, Deweirdt et al., 2021).

De plus, nous avons précédemment démontré qu’une exposition des cellules HPAEC aux NPs
de NiO génére un stress oxydant important associé a une réponse pro-inflammatoire, un
dysfonctionnement mitochondrial, des altérations de la signalisation calcique via une
altération des canaux TRPV4 et une augmentation de la production du médiateur
vasoconstricteur ET-1. Ces événements critiques sont retrouvés dans les maladies
cardiovasculaires telle que I’'HTP (Germande et al., 2022, Guibert et al., 2007, Lai et al., 2015,
Parpaite et al., 2016, Cussac et al., 2020).

Les CE constituant donc une cible privilégiée des particules inhalées, les personnes souffrant
de pathologies cardiovasculaires telle que I’'HTP pourraient constituer une population a risque.
Cependant, les mécanismes par lesquels les NPs de NiO pourraient altérer la signalisation
calcique et la fonction mitochondriale dans les HPAEC en conditions pathologiques n'ont pas

encore été rapportés.

Objectifs :

L’objectif de cette étude est donc de comparer les mécanismes d’action toxique des NPs de
NiO dans des cellules endothéliales cultivées, d’'une part, en conditions physiologiques, et
d’autre part, en conditions pathologiques mimant la dynamique et I’environnement

vasculaires observés dans I’'HTP.
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Différents parameétres sont étudiés dans les deux conditions expérimentales : (i) la production
d’ERO, (ii) la production de nitrites, (iii) la sécrétion d'IL-6, (iv) la signalisation calcique, et (v)

le dysfonctionnement mitochondrial, paramétres également altérés dans I'HTP.
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Air quality is determined by the pollutants present in the atmosphere and in the air
we breathe. In 2017, air pollution was implicated in up to 7 million premature deaths
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worldwide [1]. Additionally, human exposure to pollutants has risen as a result of an
exponential increase in the use of nanoparticles (NPs) in industry, leading to a public
health concern.

Many epidemiological studies have established correlations between the inhala-
tion of ultrafine particle and higher incidences of human cardiovascular and pulmonary
diseases [2-4]. Among the growing industries, nickel (Ni) production has increased in
particular, due to the use of Ni in many areas of factory production, such as the pro-
duction of catalysts, energy storage devices, ands lithium-ion batteries for electric cars [5].
New Caledonia is the world’s third largest Ni producer. Mineral resources are concentrated
in ultramafic formations characterized by high concentrations of trace metals, including Ni,
chromium (Cr), cobalt (Co), and manganese (Mn) [6,7]. Anthropic activities such as open-
pit mining and the natural erosion of soils in New Caledonia has led to the atmospheric
emission of Ni particles and, in particular, to the emission of nickel oxide nanoparticles
(NiONPs) due to the hydrometallurgical process used to extract Ni [8,9]. Previous studies
have revealed significant contamination levels in the New Caledonian population and
have shown elevated levels of Ni in the lungs of nickel refinery workers [10,11]. Moreover,
cardiovascular diseases were found to be more prevalent among those workers [12]. Only
a few studies have assessed the risks for workers and the surrounding population, yet the
risks of inhaled NiONPs to vulnerable populations suffering from chronic cardiovascular
disease have not been documented. However, a study evaluated the effects of inhaled
particulate matter of 2.5 pm in diameter (PM;5) on a population suffering from chronic
cardiovascular diseases [13]. NiONPs are potentially more harmful than PM; 5 because of
their high surface reactivity, which leads to greater interactions with biological systems [14].

A previous study showed greater lung deposition with inhaled NPs than with larger-
sized particles because inhaled NPs are able to accumulate in lung alveoli and in the lung
parenchyma near the pulmonary arteries [15]. NPs can efficiently cross the pulmonary
epithelial barrier to reach the pulmonary circulation, where they can be in direct contact
with the endothelial cells (EC) that line the inner surface of the arteries [1,16]. Any al-
terations of EC can induce vascular diseases. Indeed, EC are involved in vascular tone
regulation, coagulation control, and vascular barrier integrity [17]. Owing to their direct
contact with the blood stream, EC are also very vulnerable to mechanical forces such as the
shear stress and cyclic stretch (CS) resulting from frictional forces in the blood flow and
intraluminal pressure [18,19]. In vivo studies in rodents have shown pulmonary inflamma-
tion and pulmonary fibrosis induced by NiONPs [20-22]. Both pulmonary inflammation
and fibrosis are known to play a role in cardiovascular diseases [23]. Furthermore, we
previously demonstrated, in an in vitro study of EC, that NiONPs trigger significant oxida-
tive stress. This was shown through an overproduction of reactive oxygen species (ROS)
associated with a pro-inflammatory response, mitochondrial dysfunction, and calcium sig-
naling alterations [24], all critical events involved in the pathophysiology of cardiovascular
diseases such as pulmonary hypertension (PH) [25,26]. Moreover, our findings suggest that
NiONPs interact with mechanosensitive ion channel TRPV4 (transient receptor potential
vanilloid 4), which is expressed in vascular cells and is also involved in the remodeling of
pulmonary arteries, a major feature of PH [27,28]. We also showed that NiONPs induce
an increase in vasoconstrictor mediator endothelin-1 (ET-1) production in EC, which is
also involved in PH [29]. Consequently, NiONP accumulation and retention in pulmonary
arteries could be a critical factor for the exacerbation of pre-existing cardiovascular dis-
eases, such as PH, which is the main disease of the pulmonary circulation. This disease is
characterized by an increase in pulmonary arterial resistance, a remodeling of pulmonary
arteries, perivascular inflammation, pulmonary arterial hyper-reactivity with an elevation
in pulmonary arterial pressure, right ventricular hypertrophy, and, finally, heart failure
leading to premature death [30,31].

Moreover, all the critical events triggered by NiONDPs, such as oxidative stress, inflam-
mation, and calcium signaling alterations, are key features of PH pathophysiology. Thus,
one can assume that the workers and the population exposed to NiONPs in New Caledonia
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may be at risk of exacerbating preexisting cardiovascular diseases such as PH. However, the
underlying cellular and molecular mechanisms by which NiONPs alter both calcium sig-
naling and mitochondrial function in human pulmonary artery endothelial cells (HPAEC)
under pathological conditions have not been reported. In this respect, the objectives of the
proposed in vitro study are to compare these NIONP-dependent mechanisms in HPAEC
cultured under physiological and pathological conditions. These conditions mimic the
vascular dynamics and the environment observed in PH [32].

Different endpoints were investigated in both conditions: (i) ROS production was
investigated using CM-H,DCF-DA and MitoSOX probes, (ii) nitrite production by the
Griess reaction, (iii) IL-6 secretion by ELISA, (iv) calcium signaling by Fluo-4 AM probe,
and (v) mitochondrial dysfunction with TMRM and MitoTracker probes.

2. Materials and Methods
2.1. Human Pulmonary Arterial Endothelial Cell Culture

Human pulmonary arterial endothelial cells (HPAEC) obtained from the main branch
of the pulmonary artery of a 68-year-old Caucasian female donor (N°451Z031.14) were
provided by PromoCell® (Heidelberg, Germany). HPAEC were cultured in Endothelial Cell
Growth Medium (ECGM) supplemented with Supplement Mix, as recommended by the
manufacturer (PromoCell®). Cells were seeded at 20,000 cells /cm? in 25 cm? culture flasks
and were cultured at 37 °C, in 95% humidity and 5% CO,. Cell passages were conducted
when cells were at about 80% confluence. All experiments were conducted on HPAEC from
passages 2 to 8.

2.2. Reagents and Chemicals

HPAEC were cultured in ECGM from PromoCell®. The standard physiological salt
solution (PSS) was composed of 130 mM NaCl, 5.6 mM KCl, 8 mM HEPES, 11 mM Glucose,
1 mM Mg?*, and 2 mM Ca?* adjusted to pH = 7.4. Fluo-4-AM green dye (1 uM), MitoSOX™
red dye (5 uM), and Hoechst 33342 blue dye (2 uM) were obtained from Thermo Fischer
Scientific, Invitrogen™ (Paris, France).

2.3. NiO Nanoparticles

Nickel (II) oxide nanoparticles (NiONPs) (Cat. N0.637130) were obtained from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). NiONPs partially characterized by the manufacturer have
the following physical and chemical characteristics: mean aerodynamic diameter of 50 nm
(TEM); density, 6.67 g/mL; purity, 99.8% (trace metal basis); refractive index, 1.331; and
viscosity, 0.888 cP. NiONPs were suspended in ECGM at a final concentration of 2 mg/mL
and stored at 4 °C until use. Prior to use, stock suspensions were vortexed, sonicated at
3 x 30 s (Vibracell 75186, 130 W, 56-60 Hz), and diluted in ECGM extemporaneously at
appropriate concentrations (0.5-5 pg/cm?). The NiONPs were previously characterized by
Germande et al., 2022 [24]. The hydrodynamic size distribution of NiONPs suspended in
ECGM was determined at a concentration of 5 ug/cm? by dynamic light scattering (DLS)
using a VASCO particle-size analyzer from Cordouan Technologies® (Pessac, France). The
Zeta potential values of NiONPs were assessed by laser Doppler electrophoresis and a
Wallis zeta-potential analyzer from Cordouan Technologies®.

2.4. Acellular ROS Production

Acellular ROS production was assessed using the HyDCF-DA probe (Fisher Scientific
as recommended by the manufacturer and using a method adapted from previous studies [33].
The H,DCF-DA probe was resuspended with a mix of absolute ethanol (final concentration
0.33 mM) and a 10 mM NaOH solution to cleave the diacetate group. After a 30 min
activation at room temperature in the dark, the reaction was stopped with 10x PBS. The
activated H,DCF probe was then incorporated (final concentration 16.5 uM) with NiONPs
(0-50 ug/mL). Finally, the plate was incubated for 60 min at 37 °C and 5% CO,. Fluores-
cence intensity was measured by spectrofluorimetry at 485/520 nm (excitation/emission)

®)!
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by using the FLUOstar Omega 2.10 plate reader, and the analyses were performed with
MARS Data Analysis Software 2.30 R3 (BMG Labtech®, Ortenberg, Germany).

2.5. Cyclic Stretch

After 48 h of culture in flexible silicon chambers, cells were placed under either static
and normoxic conditions (21% O,, 37 °C, and 5% CO,) or under 20% cyclic stretch (CS)
(1 Hz frequency) and hypoxic conditions (1% O,, 37 °C, and 5% CO,) for 20 h using a
STREX® system ST-140-10 (B-bridge international, Santa Clara, CA, USA). After 20 h, cells
and supernatants were collected.

2.6. Nanoparticle Exposure

After 20 h of culture in both physiological (static cells in normoxia) and pathological
(20% CS in hypoxia) conditions, cells were treated with NiONPs (0.5-5 pg/cm?) for 4 h
or 24 h. These different durations of HPAEC exposure to NiONPs were chosen according
to various kinetic studies which showed a peak in ERO production after 4 h of exposure
of HPAEC to NiONPs and peaks in IL-6 and nitrite secretion after 24 h of exposure of
cells to NPs (results not shown). Supernatants or cells were then collected to perform the
experiments. The NiONPsworking concentrations for all experiments (for which the rate of
mortality was under 30%) were all determined previously with the WST-1 assay test [24].

2.7. Oxidative Stress

Cells were cultured at 20,000 cells/cm? and maintained for 48 h in both physiological
and pathological conditions. Cells were then exposed to NiONPs (0.5-5 pg/cm?) for 4 h.

2.7.1. Global Reactive Oxygen Species Production

Intracellular ROS production was performed using the CM-H, DCF-DA probe (Fisher
Scientific®), as recommended by the manufacturer and using a method adapted from
previous studies [33]. Cells were rinsed with ECGM without serum and were pre-incubated
for 20 min with CM-H,;DCF-DA probe (final concentration 20 uM) before a 4 h exposure
to NiONPs. Fluorescence intensity was measured by spectrofluorimetry at 485/520 nm
(excitation/emission) by using the FLUOstar Omega 2.10 plate reader (BMG Labtech®,
Champigny s/Marne, France), and the analyses were performed with MARS Data Analysis
Software 2.30 R3 (BMG Labtech®).

2.7.2. Mitochondrial O, production

Mitochondrial superoxide anion (O, ~) formation was performed using MitoSox™
red dye (ThermoFischer®), as recommended by the manufacturer by confocal microscopy
(TE 2000, Nikon). After a 4 h exposure to NiONPs, cells were incubated for 30 min (37 °C,
in the dark) with MitoSox probe in PSS. The MitoSox probe was co-incubated with a nucleus
probe (Hoechst 33342). Fluorescence intensity was measured for MitoSox at 543/605 nm and
Hoechst 33342 at 408/450 nm (excitation/emission). The silicon chambers were observed at
40x magnification with an oil immersion objective on a laser scanning confocal microscope
(TE 2000, Nikon, Tokyo, Japan). For each experiment, 20-30 cells were analyzed per well.
MitoSox fluorescence intensity was proportional to the rate of probe oxidation. Analyses
were performed using NIS-Elements AR software 3.0 and Microsoft Office Excel 2016
(Redmond, WA, USA).

2.8. Nitric Oxide Metabolite Production: Nitrites

Cells were cultured at 20,000 cells/cm? and maintained for 48 h in both physiological
and pathological conditions. Cells were then exposed to NiONPs (0.5-5 pg/cm?) for 24 h.
The presence of nitrite products was determined in HPAEC supernatants with Griess
reagent (Sigma-Aldrich®), as recommended by the manufacturer. After a 24 h exposure to
NiONPs, the supernatants were removed, collected, and centrifuged at 10,000 x g for 10 min
at 4 °C. Then, the supernatants were analyzed as recommended by the manufacturer’s
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guidelines and the absorbance was measured at 540 nm by spectrophotometry using a
microplate spectrophotometer reader (SPECTROstarNano2.10, BMG Labtech®).

2.9. Pro-Inflammation Effect: Cytokine IL-6 Production

The level of pro-inflammatory interleukin-6 (IL-6) in supernatants was assessed and
analyzed using an ELISA kit (Human IL-6 DuoSet® ELISA R&D Systems, Minneapolis,
MA, USA). Cells were cultured at 20,000 cells/cm? and maintained for 48 h in both phys-
iological and pathological conditions. Cells were washed with the culture medium and
exposed to NiONPs (0.5-5 pg/cm?) for 24 h. Supernatants were then removed, centrifuged
at 10,000x g for 10 min at 4 °C, and analyzed as recommended by the manufacturer. The
absorbance was determined at 450 nm, corrected at 570 nm by spectrophotometry using a
microplate spectrophotometer reader (SPECTROstarNano 2.10, BMG Labtech®).

2.10. Cytoplasmic Calcium Measurement

Variations in intracellular calcium [CaZ2*]. were detected using the Fluo-4 AM green dye,
as recommended by the manufacturer’s guidelines. Cells were cultured at 20,000 cells/cm?
and maintained for 48 h in both physiological and pathological conditions. Aftera 4 h
exposure to NiONPs (0.5-5 pug/ cm?), cells were incubated for 30 min (37 °C, in the dark)
with the Fluo-4 AM probe in PSS. Fluo-4-AM probe was co-incubated with a nucleus
probe (Hoechst 33342). The silicon chambers were observed at 40 x magnification with
an oil immersion objective on a laser scanning confocal microscope (TE 2000, Nikon).
Fluorescence intensity was determined for Fluo-4 AM at 488/515 nm and for Hoechst 33342
at 408/450 nm (excitation/emission). For each experiment, 20-30 cells were analyzed per
well. The analyses were performed using NIS-Elements AR software 3.0 and Microsoft
Office Excel.

2.11. Mitochondrial Activity
2.11.1. Mitochondrial Membrane Potential Measurement

The mitochondrial membrane potential (YMP) was measured by confocal microscopy,
using TMRM red dye (Tetramethylrhodamine, Methyl Ester, Perchlorate, ThermoFischer)
as recommended by the manufacturer’s guidelines. Cells were cultured at 20,000 cells/cm?
and maintained for 48 h in both physiological and pathological conditions. After a 4 h
exposure to NiONPs (0.5-5 pg/ cm?), cells were incubated for 20 min (37 °C, in the dark)
with a TMRM fluorescent probe in PSS. The TMRM probe was co-incubated with a nucleus
probe (Hoechst 33342). The silicon chambers were observed at 40 x magnification with an
oil immersion objective on a laser scanning confocal microscope (TE 2000, Nikon). The
Fluorescence intensity was then determined at 543/605 nm (excitation/emission). For each
experiment, 20-30 cells were analyzed per well. The analyses were performed using the
NIS-Elements AR software 3.0 and Microsoft Office Excel.

2.11.2. Mitochondrial Mass

The mitochondrial mass was measured by confocal microscopy using the MitoTracker
green dye (ThermoFischer) as recommended by the manufacturer’s guidelines. Cells
were cultured at 20,000 cells/cm? and maintained for 48 h in both physiological and
pathological conditions. After a 4 h exposure to NiONPs (0.5-5 pg/cm?), cells were
incubated for 30 min (37 °C, in the dark) with the MitoTracker probe in PSS. The MitoTracker
probe was co-incubated with a nucleus probe (Hoechst 33342). The silicon chambers
were observed at 40 x magnification with an oil immersion objective on a laser scanning
confocal microscope (TE 2000, Nikon). The Fluorescence intensity was determined at
408/450 nm (excitation/emission). For each experiment, 20-30 cells were analyzed per
well. The analyses were performed using the NIS-Elements AR software 3.0 and Microsoft
Office Excel.
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2.12. Statistical Analysis

Every experimental condition was independently repeated several times (1 indicates
the number of experiments) and for all independent experiments, 3-8 wells per condition
were conducted. Data are expressed as mean + standard error of the mean (SEM) for
n independent experiments. Statistical tests were assessed using analysis of variance: one-
way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test for multiple comparisons (1 > 30) and by
Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s post hoc test (n < 30). (* p < 0.05, ** p < 0.01 and
*** p < 0.001 vs. untreated cells in 0% CS in normoxic conditions. # p < 0.05, ## p < 0.01
and ### p < 0.001 vs. untreated cells in pathological conditions. $ p < 0.05, $$ p < 0.01 and
$$$ p < 0.001 between both conditions). All data were analyzed with GraphPad PRISM
software. p values < 0.05 were considered statistically significant.

3. Results

3.1. Acellular ROS Production and Morphological Study of HPAEC in Physiological and
Pathological Conditions

3.1.1. Acellular ROS Production in Cell Medium

In acellular conditions, NiONPs were able to induce ROS generation in the culture
medium. We observed from 5 ug/mL a significant concentration-dependent increase in
global ROS production as compared to controls, i.e., medium without NiONPs (122.85%,

*** p <0.001) (Figure 1a).
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Figure 1. (a) Acellular NiONP ROS production measured by spectrofluorimetry with the H2DCF-DA
probe. The results were expressed as the H2ZDCF probe fluorescence intensity relative to controls
(medium without NiONPs). *** p < 0.001 vs. control according to Kruskal-Wallis test followed by
a Dunn’s multiple comparison test. (b,c) HPAEC after 20 h of culture, either under physiological
or pathological conditions, observed by phase contrast microscopy (PCM) at 600 x magnification.
(b) Untreated cells under static conditions in normoxia. (¢) Untreated cells under 20% CS in hypoxia.
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3.1.2. Morphological Study of HPAEC

HPAEC were first observed by phase contrast microscopy (PCM). Microscopic images
were obtained after 20 h under physiological and pathological conditions. The representa-
tive images shown in Figure 1b,c demonstrate that the morphology of cells cultured under
20% CS was more elongated as compared to static cultured cells.

3.2. NiONP-Induced Oxidative Stress under Physiological and Pathological Conditions

To investigate how CS and hypoxia modulate ROS production, measurements of
global ROS and mitochondrial O~ production were performed.

3.2.1. Cytoplasmic ROS Production

After a 4 h exposure of HPAEC to NiONPs (0.5-5 pg/cm?) under physiological
conditions, we observed from 2.5 ug/cm? a significant concentration-dependent increase
in global ROS production as compared to untreated cells (132.29 %, # p < 0.05). Similarly,
under pathological conditions, global ROS production was also significantly higher in a
concentration-dependent pattern, but from 0.5 ug/ cm?, as compared to untreated cells
(132.08 %, *** p < 0.001). However, under pathological conditions, for the highest NIONP
concentration, global ROS production was significantly increased as compared to treated
cells under physiological conditions (135.21 % vs. 153.57 %, $$ p < 0.01), demonstrating that
ROS production induced by NiONP exposure was higher under pathological conditions
than under physiological ones (Figure 2).
$$
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Figure 2. ROS production in HPAEC after a 4 h exposure to NiONPs (0.5-5 pg/cm?) under physiolog-
ical and pathological conditions, as measured by spectrofluorimetry with the CMH,; DCF-DA probe.

ROS production
(percentage relative to physiological control)

The results were expressed as the percentage of CMH, DCF probe fluorescence intensity relative to
physiological controls. Data were mean =+ SEM of three independent experiments (1 = 3) performed
in quadruplicate. *** p < 0.001 vs. untreated cells in 0% CS in normoxic conditions. # p < 0.05 and
### p < 0.001 vs. untreated cells in pathological conditions. $ p < 0.05 and $$ p < 0.01 between both
conditions. According to Kruskal-Wallis test followed by a Dunn’s multiple comparison test.

3.2.2. Mitochondrial O, Production

After a 4 h exposure of HPAEC to NiONPs (0.5-5 1g/cm?), we observed a significant
concentration-dependent increase in mitochondrial O, production at the two highest
concentrations under physiological conditions (142.45% * p < 0.05 and 324.71 % *** p < 0.001)
and from 0.5 pug/cm? (222.35% ## p < 0.01) under pathological conditions as compared
to untreated physiological cells, respectively (Figure 3a,b). Moreover, under pathologi-
cal conditions, mitochondrial O, production was significantly increased as compared
to untreated physiological cells (101% vs. 170.09% $$$ p < 0.001). Furthermore, under
pathological conditions, for all the concentrations, mitochondrial O, production was
significantly increased in response to NiONPs as compared to treated cells in physiological
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conditions ($$ p < 0.01 and $$$ p < 0.001). Figure 3b shows HPAEC under physiological or
pathological conditions after NIONP exposure or not.
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(b)

Figure 3. Mitochondrial O, production in HPAEC after a 4 h exposure to NiONPs (0.5-5 pg/cm?)
under physiological and pathological conditions, measured by confocal microscopy. (a) The values
were normalized to the untreated physiological cells and results were expressed as the percentage
of the MitoSox probe fluorescence intensity relative to the control cells. (b) HPAEC observed by
confocal microscopy at focus 60x, under physiological and pathological conditions, without or
with NiONPs (2.5 pg/ cm?), with mitochondria marked in red, with MitoSox probe and nucleus
in blue, with Hoechst probe. Data were mean 4 SEM of three independent experiments (1 = 3)
performed in quadruplicate. * p < 0.05 and *** p < 0.001 vs. untreated cells in 0% CS in normoxic
conditions. ## p < 0.01 and ### p < 0.001 vs. untreated cells in pathological conditions. $$ p < 0.01
and $$$ p < 0.001 between both conditions. According to one-way ANOVA followed by Tukey’s post
hoc test for multiple comparisons.

These results thus provide evidence that mitochondrial O, production was higher
under pathological conditions after NiONP exposure as compared to physiological ones.

3.3. NiONP-Induced Nitrites Production under Physiological and Pathological Conditions

We have previously shown that after a 4 h exposure, NiONPs are able to increase
intracellular O, ~ production in HPAEC. Since NO can be oxidized by O,~ to form NO
metabolites such as peroxynitrites (ONOO™), the production of nitrites was investigated
as a marker of NO metabolites. The production of nitrites was measured using the Griess
reaction. After a 24 h exposure of HPAEC to NiONPs (0.5-5 ug/ cm?) under physiological
conditions, a significant increase in nitrite production was observed at the highest con-
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centration (0.18 ng/pL, * p < 0.05) as compared to untreated cells (0.09 ng/uL). Similarly,
under pathological conditions, NiONPs induced a significant increase in nitrite production at
5 ug/cm?, as compared to untreated cells (0.32 ng/uL, # p < 0.05 and 0.20 ng/ uL, respectively).

Interestingly, at the three NiONP concentrations, the production of nitrites under
pathological conditions was significantly higher than for cells under physiological condi-
tions ($$ p < 0.01) (Figure 4).
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Figure 4. Nitrite production in HPAEC after a 24 h exposure to NiONPs (0.5-5 pg/cm?) under physio-
logical and pathological conditions, measured by Griess reaction. The results were expressed as ng/uL
in the supernatant. Data are mean + SEM of five independents experiments (1 = 5) performed in
quadruplicate. * p < 0.05 vs. untreated cells in 0% CS in normoxic conditions. # p < 0.05 vs. untreated
cells in pathological conditions. $$ p < 0.01 between both conditions. According to Kruskal-Wallis
test followed by a Dunn’s multiple comparison test.

3.4. NiONP-Induced IL-6 Secretion under Physiological and Pathological Conditions

The IL-6 secretion was measured in HPAEC by ELISA assay. After a 24 h exposure of
HPAEC to NiONPs (0.5-5 pg/cm?), the results showed, at 5 pg/cm?, a significant increase
in IL-6 production under both physiological and pathological conditions (191.74 pg/mg of
proteins * p < 0.05 and 355.14 pg/mg of proteins ## p < 0.01, respectively) as compared to
untreated cells (124.17 pg/mg of proteins and 141.96 pg/mg, respectively) (Figure 5). Inter-
estingly, at the highest concentration, 5 ug/cm?, the secretion of IL-6 under pathological
conditions was larger than that in physiological conditions ($ p < 0.05).
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Figure 5. IL-6 production in HPAEC after a 24 h exposure to NiONPs (0.5-5 pug/cm?) under physio-
logical and pathological conditions measured by ELISA. The results were expressed as pg/mg of
protein. Data are mean + SEM of five independents experiments (1 = 5) performed in quadruplicate.

* p < 0.05 vs. untreated cells in 0% CS in normoxic conditions. ## p < 0.01 vs. untreated cells in patho-
logical conditions. $ p < 0.05 between both conditions. According to Kruskal-Wallis test followed by
a Dunn’s multiple comparison test.
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3.5. NiONP-Induced Cytosolic Calcium Level Alteration under Physiological and
Pathological Conditions

Variations in cytoplasmic calcium [Ca®*]. were measured in HPAEC. After a 4 h
exposure to NiONPs (0.5-5 pg/cm?), calcium imaging was assessed with Fluo-4 AM
probe. The results showed a significant increase in cytoplasmic calcium levels from
2.5 pg/cm? (121.53% * p < 0.05 and 230.06% ### p < 0.001) for both physiological and
pathological conditions as compared to untreated cells (102.01% and 175.99%, respec-
tively) (Figure 6a,b). Moreover, under pathological conditions, NIONPs-induced increase
in basal [Ca®*]. was higher than in physiological conditions whatever the concentration
(0.5-5 pg/cm?) ($$$ p < 0.001). Figure 6b shows HPAEC under physiological or pathologi-
cal conditions after NiONPs exposition or not.
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Figure 6. Resting [Ca?*]. in HPAEC cells after a 4 h exposure to NiONPs (0.5-5 pg/ cm?) in physi-
ological and pathological conditions, measured with Fluo-4 probe (1 uM) by confocal microscopy.
(a) The values were normalized to the untreated physiological cells and results were expressed as
the percentage of the Fluo-4-AM probe fluorescence intensity relative to the physiological controls.
(b) HPAEC observed by confocal microscopy at focus x 60, under physiological and pathological
conditions, without or with NiONPs (5 g/cm?), with cytoplasmic calcium marked in green with
Fluo-4-AM probe and nucleus in blue with Hoechst probe. Data were mean 4 SEM of three inde-
pendents experiments (1 = 3) performed in quadriplicate. * p < 0.05 and *** p < 0.001 vs. untreated
cells in 0% CS in normoxic conditions. ### p < 0.001 vs. untreated cells in pathological conditions.
$$% p < 0.001 between both conditions. According to one-way ANOVA followed by Tukey’s post-test
for multiple comparisons.
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3.6. NiONPs-Induced Mitochondria Alterations under Physiological and Pathological Conditions
3.6.1. The Mitochondrial Membrane Potential

After a 4 h exposure of HPAEC to NiONPs (0.5-5 pg/cm?), we observed a significant
concentration-dependent decreased in the TMRM probe fluorescence resulting in a loss of
mitochondrial membrane potential (YMP) in both physiological and pathological condi-
tions as compared to untreated cells (Figure 7a,b). Under pathological conditions the loss of
YMP was significantly observed only at 5 ug/ cm? (33.43% ## p < 0.01) and from the lowest
concentrations in physiological conditions (75.57% *** p < 0.001 at 0.5 pg/cm?) as com-
pared to untreated cells (99.99% under physiological conditions and 48.16% in pathological
condition). Furthermore, under pathological conditions, a loss of YMP was significantly
observed as compared to cells under physiological conditions ($$$ p < 0.001) for both
treated and untreated cells. Figure 7b shows HPAEC under physiological or pathological
conditions after NiONP exposure or not.
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Figure 7. Cont.
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Figure 7. (a) ¥YMP in HPAEC after a 4 h exposure to NiONPs (0.5-5 jig/cm?) in physiological
and pathological conditions was measured with TMRM probe (100 nM) by confocal microscopy.
(b) HPAEC observed by confocal microscopy at focus 60 x, under physiological and pathological
conditions, without or with NiONPs (5 pg/ cm?), with ¥MP marked in red with TMRM probe and
nucleus in blue with Hoechst probe. (¢) Mitochondrial mass in HPAEC after a 4 h exposure to NiONPs
(0.5-5 pg/cm?) in physiological and pathological conditions was measured with MitoTracker probe
(1 uM) by confocal microscopy. The values were normalized to the untreated physiological cells
and results were expressed as the fold change of the probes fluorescence intensity relative to the
control cells. (d) HPAEC observed by confocal microscopy at focus 60 x, under physiological and
pathological conditions, without or with NiONPs (5 nug/ cmz), with mitochondrial mass marked in
green with MitoTracker probe and nucleus in blue with Hoechst probe. Data were mean = SEM
of three independents experiments (1 = 3) performed in quadriplicate. *** p < 0.001 vs. untreated
cells in 0% CS in normoxic conditions. ### p < 0.001 vs. untreated cells in pathological conditions.
$$$ p < 0.001 between both conditions. According to one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc
test for multiple comparisons.

3.6.2. The Mitochondrial Mass

After a 4 h exposure of HPAEC to NiONPs (0.5-5 pg/cm?), we observed a signifi-
cant concentration-dependent decrease of mitochondrial mass in both physiological and
pathological conditions as compared to untreated cells (Figure 7c,d), from 0.5 pg/ cm?
(76.20% *** p < 0.001) in physiological conditions and from 2.5 pg/cm? (46.10% ## p < 0.01)
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in pathological conditions. Moreover, under pathological conditions mitochondrial mass
significantly decreased as compared to cells under physiological conditions in untreated
cells (65.30% vs. 100.01%, respectively) and at the two lowest NiONP concentrations
($$%$ p < 0.001). Figure 7d shows HPAEC under physiological or pathological conditions
after NiONP exposure or not.

4. Discussion

Nickel production in New Caledonia, resulting from mining activities, releases NiONPs
into the atmosphere, which could affect the health of workers and surrounding populations,
especially those affected by a pre-existing cardiovascular disease. Indeed, it is well known
that NPs can induce adverse effects in vascular reactivity, blood pressure, and endothelial
function, which in turn leads to endothelial dysfunction and cardiovascular diseases [34,35].
Patients suffering from vascular disease such as PH could be at risk because pulmonary
circulation, and especially ECs, are possible primary targets of inhaled NPs [36]. EC are
subjected to hemodynamic forces, including shear stress and CS, which are increased in
pulmonary arteries affected by PH [37]. Moreover, previous studies have shown that ECs
are exposed to hypoxia, leading to endothelial dysfunction in hypoxemic PH [38]. Our
study focused on oxidative stress, nitrite production, inflammation, calcium homeostasis,
and mitochondrial function because many studies have shown that these factors are in-
volved in the development and the progression of cardiovascular diseases such as PH [39]
and altered in pulmonary cells exposed to NPs [40-42].

In this context, we aimed to evaluate whether NiONP exposure could aggravate vas-
cular diseases such as PH. In an in vitro study, we compared the toxic effects of NiONPs
n pulmonary vascular cells under physiological and pathological conditions. These con-
ditions mimic the vascular dynamics and environment observed in PH, i.e., hypoxia and
20% CS. In a previous study, we showed that this experimental in vitro model closely
reproduces in vivo PH events such as endothelial failure [32].

First, we showed that, in acellular conditions, ROS were generated in the culture
medium by NiONPs, mainly due to their high surface reactivity. These results are in line
with the literature [43]. The cytotoxicity of metal oxide NPs could therefore be due, in
part, to the overproduction of ROS, and to their high surface reactivity [44,45]. Moreover,
transition metals such as Ni are known to produce ROS such as O, via the Fenton
reaction [46].

Dysregulation of the redox system disrupts the cellular signaling pathways involved
in the development and progression of pulmonary vascular diseases. In addition, as EC
are subjected to mechanical forces, they can react to these forces by changing their redox
state, leading to pathophysiological consequences. Thus, any factor, such as NP exposure,
that disrupts the redox system can therefore contribute to the aggravation or development
of vascular diseases [47]. Oxidative stress is therefore a major event implicated in the
pathophysiology of PH and in the vascular effects induced by NPs [48]. In the present
study, we first demonstrated that a higher ROS production was observed in HPAEC
under pathological conditions as compared to cells under physiological conditions. These
results are in line with previous studies showing that hypoxia induces ROS production and
endothelial dysfunction [30-32]. In addition, we showed that NiONP exposure significantly
increased global ROS and mitochondrial O, production as compared to control cells.
These results are in line with previously published data regarding NiONP exposure [24].
However, in cells exposed to NiONPs under pathological conditions, the increase in
ROS and mitochondrial O, ~ production was greater than in HPAEC under physiological
conditions. These results suggest that the combination of both pathological conditions and
NiONP exposure can result in higher oxidative stress, and can therefore lead to more severe
endothelium damage.

It is well known that once ROS are produced, the unstable O,~, can react with the
nitrous oxide (NO), an important vasculoprotective factor, to form reactive metabolites such
as peroxynitrites and nitrites, toxic molecules implicated in endothelial dysfunction [49].
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In a previous study, we showed that NiONPs induced a decrease in NO production in
HPAEC [24] that could be explained by this rapid kinetic reaction between NO and O, ™
leading to alterations of in vascular reactivity, one of the critical events observed in cardio-
vascular diseases, including PH [50,51]. Consequently, the production of nitrites, which
reflects the peroxynitrites production, was analyzed. In the present study, NiONPs sig-
nificantly increased, at the highest concentration, nitrite production in both physiological
and pathological conditions. Moreover, in cells exposed to NiONPs under pathological
conditions, the increase in nitrite production was greater than in HPAEC under physio-
logical conditions, confirming the amplification of the toxic effects induced by NiONPs.
These results are in line with previous studies showing a decrease in NO bioavailability
associated with nitrite production under pathological conditions [52].

In view of the link between NP-induced oxidative stress and inflammation and the
involvement of inflammation in the pathophysiology of PH [53], we also evaluated the
effect of NiONPs on IL-6 secretion in physiological and pathological conditions. Indeed,
it has been demonstrated both in vivo and in vitro that many metal oxide NPs induce
ROS production, which could in turn activate inflammatory pathways via the secretion of
pro-inflammatory cytokines, such as IL-6, [54]. IL-6 is a cytokine known to be involved
in PH [55]. Our results showed that in NiONP-treated cells, IL-6 secretion is significantly
higher when cells are cultured with 20% CS in hypoxia as compared to cells under physio-
logical conditions. The increase in IL-6 secretion may reflect the pro-inflammatory response
that can be found in PH [56].

Given the importance of calcium signaling in endothelial dysfunction, we also evalu-
ated the effect of NiONP exposure on calcium signaling in physiological and pathological
conditions. In a previous study, we demonstrated that NiONP-induced calcium home-
ostasis alterations may originate from oxidative stress [24]. Our findings suggested that
calcium signaling alterations were partly due to both interaction and inactivation of TRPV4
calcium channels by NiONPs, which are known to have a major role in PH [57]. In the
present study, it was observed that NiONPs increased basal variation [CaZ*]. in HPAEC
under both conditions. The present results are in line with those found in our previous
study under physiological conditions [24]. In pathological conditions, it was observed that
NiONPs induced basal cytoplasmic calcium release to a greater extent under pathological
conditions as compared to physiological conditions, confirming a potential exposure risk
for these NiONPs for populations that suffer from endothelial dysfunction.

All these results are in agreement with previous data showing that smaller and non-
metallic, black carbon NPs induced endothelial dysfunction in HPAEC cultured on the same
pathological model. This was characterized by an overproduction of ROS and nitrites, a
secretion of pro-inflammatory IL-6 cytokine, and an alteration in calcium homeostasis [32].

In a previous study, we showed in HPAEC that NiONPs were rapidly internalized
in the cytoplasm into vesicles to form aggregates which were detected very close to mito-
chondria, suggesting that they may be able to interfere with mitochondrial functions [24].
Moreover, in the current study, we demonstrated that NIiONP exposure induced an over-
production of mitochondrial O, . Li et al. [58] also showed that exposure to metal NPs
(silver NPs) can alter mitochondria in relation to intracellular calcium influx, leading to
pulmonary damage. Mitochondrial function is another important event involved in both
vascular diseases and in NP-induced toxicity. Mitochondria are known to provide energy
required by cells (ATP) to control apoptosis, to participate in calcium regulation, and in
ROS production [59]. Moreover, mitochondrial alterations have also been evidenced in
pulmonary arteries in PH [60]. Metal exposure, such as cadmium exposure, induces a
decrease in ATP production and an increase in ROS production, resulting in epigenetic
modifications and leading to mitochondrial dysfunction associated with the development
or aggravation of PH [61]. Mitochondrial O, production might induce a mitochondrial
membrane lipoperoxidation, disrupt the YMP and activate apoptosis [62]. Previous studies
also reported that mitochondrial impairment may contribute to endothelial dysfunction
and cardiovascular diseases [63,64]. Finally, we previously demonstrated that NiONPs
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can activate the apoptosis pathway. Consequently, in the present study, we evaluated
the NiONPs effect on mitochondrial function, i.e., Y¥MP and mitochondrial mass in both
conditions. Our results showed that without NiONPs, mitochondria had more impaired
function under pathological conditions with an excessive loss of YMP and a decreased in
mitochondrial mass, which could also exacerbate PH. In cells under pathological condi-
tions, insignificant amplification of the alteration in both ¥MP and mitochondrial mass
after NiONPs exposure was observed as compared to cells under physiological conditions.
These results do not seem surprising, since without NiONPs, in cells under pathologi-
cal conditions mitochondria were already greatly altered in this model mimicking PH.
Abnormal mitochondrial dynamics could be an early marker of PH and monitor disease
progression [65]. Furthermore, the change in mitochondrial mass would play an important
role in controlling the apoptosis pathway via caspase activation and could thus generate
cancer cells [66].

In recent years, particular attention has been paid to co-morbidities in order to in-
vestigate the factors contributing to pulmonary and cardiovascular disease exacerbations,
such as chronic obstructive pulmonary disease and PH [67]. The present study provides
evidence that NiONPs-induced toxic effects are strengthened under pathological conditions
that mimic the endothelial dysfunction observed in PH. These data could suggest that
workers and other populations inhaling NiONPs and with pre-existing cardiovascular
pathology are more susceptible to aggravating their disease.

5. Conclusions

The present study shows that, under pathological conditions, NiONPs induce oxida-
tive stress, inflammation, calcium alterations, and mitochondrial dysfunction, as well as
significant nitrite production. All these effects are enhanced under pathological conditions
as compared to physiological ones. Therefore, it can be assumed that workers and the
populations exposed to NiONPs are at risk of exacerbating pre-existing vascular disease.
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Résumé et conclusion :

A travers cette étude nous avons, dans un premier temps, montré que dans les conditions
pathologiques, les NPs de NiO induisent, dans les cellules HPAEC, un stress oxydant
significativement plus important (augmentation plus importante des ERO globales et d’0,"
mitochondrial) que celui observé en conditions physiologiques.

Nos résultats suggerent, également, que la potentialisation des effets oxydatifs induite par les
NPs de NiO, dans les cellules HPAEC en conditions pathologiques, est a I'origine (i) d’'une
exacerbation de la réponse pro-inflammatoire (caractérisée par une augmentation plus
importante de la sécrétion d’IL-6), (ii) d’'une aggravation de l'altération de '"homéostasie
calcique (caractérisée par une augmentation plus importante de la [Ca?*]) et (iii) d’'une
diminution de la biodisponibilité du NO via la formation de métabolites du NO tels que les

nitrites qui pourrait en partie expliquer la dysfonction endothéliale retrouvée dans I’'HTP.

Nous nous sommes, ensuite, intéressés a I'effet des NPs de NiO sur la fonction mitochondriale.
Il est intéressant de souligner que, en I'absence de NPs, les cellules cultivées en conditions
pathologiques ont 50 % de leur fonction mitochondriale altérée par rapport aux HPAEC
placées en conditions physiologiques. Ce phénomeéne est significativement amplifié lorsque
les cellules sont cultivées en conditions pathologiques et exposées aux NPs de NiO. Il est
également important de noter qu’une altération de la dynamique mitochondriale est un
marqueur précoce de I'HTP.

En conclusion, cette étude montre qu’en conditions pathologiques, dans les HPAEC, les NPs
de NiO induisent une exacerbation du stress oxydant, de la production de nitrites, de la
réponse pro-inflammatoire, de [I'altération de |'homéostasie calcique ainsi qu’une
augmentation de la dysfonction mitochondriale.

Ces résultats suggerent donc que l'exposition, par inhalation, aux NPs de NiO pourrait
aggraver certains événements physiopathologiques chez les travailleurs miniers et la
population environnante souffrant de maladies cardiovasculaires préexistantes telle que I'HTP

et que ces patients seraient plus sensibles a ces polluants particulaires.
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2. Anguilla marmorata : cible de la contamination des rivieres aux
métaux : Premiere étude sur la bioaccumulation des métaux et la
transcription des genes chez Anguilla marmorata vivant dans des
rivieres sous influence miniere en Nouvelle-Calédonie

Introduction :

La pollution des eaux douces par les métaux est aujourd’hui un réel probleme généralisé de
pollution environnementale a I’échelle mondiale, impactant plusieurs espéces de poissons,
surtout les poissons carnivores de fin de chaine trophique (Couture et al., 2008, Javed and
Usmani, 2013, Pierron et al., 2009). En Nouvelle-Calédonie, les activités minieres d’extraction
de nickel sont une source potentielle de pollution des rivieres par les métaux. En effet les sols
latéritiques riches en Cr, Co, Mn et Ni sont soumis a une lixiviation importante des métaux
notamment a cause de leur sensibilité a I’érosion naturelle et anthropique, leur faible capacité
a retenir I'eau et le climat tropical caractérisé par de fortes pluies entrainant une mobilisation
importante de particules riches en métaux des sols vers les eaux douces (Singh et al., 2005,
Ashraf et al., 20114, Ashraf et al., 2011b, Nouri et al., 2008b, Nouri et al., 2008a, Ambatsian et
al., 1997, Boula et al., 2022, Pasquet et al., 2018, Gunkel-Grillon et al., 2014). De premiéres
études ont démontré que les écosystémes terrestres et aquatiques en Nouvelle-Calédonie
sont fortement impactés et altérés par ces activités minieres (Bonnet et al., 2014, Hedouin et
al., 2007), mais aucune étude n’a été menée sur I'impact toxique de ces métaux et particules
associées a I'activité miniére sur les anguilles marbrées, Anguilla marmorata. Néanmoins, des
études préliminaires ont mis en évidence une forte bioaccumulation de Ni, Cr, Co et Mn dans
les branchies et les foies des anguilles vivant sous influence miniére (Bonnet et al., 2014,
Hedouin et al., 2007, CNRT-Nickel).

Comme évoqué précédemment, les anguilles sont des poissons particulierement sensibles a
la contamination des eaux par les métaux. En effet, a long terme, une exposition a des
concentrations en métaux trop importantes pourrait conduire au déclin de leurs populations,
par des altérations morphologiques et métaboliques dues a I'accumulation des métaux dans
les organes, notamment, au niveau du foie, des reins et des branchies (Pierron et al., 2007,
Buttermore et al., 2018, Gauthier et al., 2009).

Dans ce contexte, I'objectif de notre étude est de déterminer les conséquences de la
contamination par les métaux chez I'anguille marbrée A. marmorata vivant sous influence
miniere en Nouvelle-Calédonie, en étudiant : (i) des parametres morphométriques ; (ii) les

concentrations de métaux dans le foie, les branchies, les reins, les muscles et le cceur ; et (iii)

257



le niveau de transcription de génes codant pour des protéines impliquées dans le métabolisme
lipidigue, le stress oxydant, la détoxification, la régulation du cycle cellulaire, la réparation de
I'ADN et I'immunité dans six organes ou tissus différents : le foie, les branchies, les reins, les

muscles, le cerveau et la rate.
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1. Introduction

Aquatic ecosystems are particularly impacted by anthropogenic
pollutants since many years, especially by metals coming from indus-
trial, urban or agricultural sources, such as cadmium (Cd), mercury
(Hg), zinc (Zn) or nickel (Ni) for instance, causing harmful impacts on
species living in these environments. Some studies have already high-
lighted the toxic effects of water metal pollution on fish such as the
yellow perch Perca flavescens, the spiny eel Mastecembelus armatus, or the
European eel Anguilla anguilla (Couture et al., 2008; Javed and Usmani,
2013; Pierron et al., 2009).

Among the human activities responsible of this pollution, today,
mining activities represent the second source of heavy metal soils
contamination in the world (Younger, 2001). In fact, soils are subjected
to significant metal leaching due to the high concentration of heavy
metals and the low capacity of the soil to retain water. Metals can then
persist a long time in aquatic environment (Singh et al., 2005; Ashraf
et al., 2011a, 2011b; Nouri et al., 2008a, 2008b). This type of contam-
ination is particularly important in New Caledonia, one of the largest Ni
producer in the world with resources concentrated in ultramafic for-
mations covering 30% of the subsoils (Isnard et al., 2016). These for-
mations are particularly rich in metal trace elements including Ni,
chromium (Cr), cobalt (Co), and manganese (Mn) (Losfeld et al., 2015).
Natural erosion, due to the laterite soils fragility and instability, espe-
cially under tropical climate conditions characterized by heavy rains
(Ambatsian et al., 1997), leads to mobilization of particles rich in metals
from soils to freshwater (He et al., 2005; Pasquet et al., 2018; Boula
et al., 2022; Gunkel-Grillon et al., 2014). Anthropic activities that
destroy vegetation and reshape the soils like mining, increase this pro-
cess by increasing soil leaching and exposing metals rich deep horizons.
Runoff water is the main pathway of particles dispersion from soils to
freshwater. Atmospheric dust issued from this soils can also contribute
to a lesser extend to freshwater contamination. The dust concentration
of Ni and Cr in Noumea are particularly elevated in comparison with
other countries (Fry et al., 2021). These particles finally end up by
deposition or leaching in aquatic environment, and may affect living
organisms in freshwaters downstream the mines.

In rivers under mining influence, high Ni concentrations are re-
ported, around 96 pg/L, compared to those away from mining on the
same type of lateritic soil, around 7 pg/L (Boula et al., 2022), confirming
the high-water pollution level in this country. Indeed, these values are
largely above the European regulation recommendations (< 4 pg/L).
The increased use of Ni in industry may contribute to increase anthropic
and natural emission of particles and, consequently, increase the risk of
fish contamination. Some authors have demonstrated natural ecosystem
and lagoon degradations due to Ni exploitations in New Caledonia
(Gunkel-Grillon et al., 2014; Kettle et al., 2007; Hedouin et al., 2007)
and recent studies have revealed that the contamination of aquatic or-
ganisms is directly linked to the enrichment of soils by Ni (Bonnet et al.,
2014). A significant bioaccumulation of Ni in gills and livers of five
species (carp Khulia rupestris, white and black lochon Awaous guamensis
and Sicyopterus lagocephalus, tilapia Sarotherodon occidentalis and
marbled eel Anguilla marmorata) living in rivers under mining influence
in the north of New Caledonia have been highlighted too (DMML proj-
ect). Among these species, marbled eels, Anguilla marmorata, are
particularly interesting and not yet studied with regards to metals
contamination in New Caledonia. Eels, as top predator, are good
bio-indicators of water metal contamination (van der Oost and V.P. N,
2002; Barak and Mason, 1990; Durrieu et al., 2005) as they accumulate
metals previously consumed by other species. Furthermore, with a
complex biological life cycle, characterized by different stages of
metamorphoses as previously described by (Van Ginneken and Maes,
2005), eels are particularly sensitive to water pollution. Indeed, during
their juvenile growth stage, eels, living in freshwaters during several
years, must accumulate energy reserves before starting their migration
to reproduce themselves in open sea, tens of thousands kilometers away.
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During this migration, eels swim for several months, stop to feed and
mature their gonads. Therefore, the quality of life in freshwaters is
essential to ensure the success of migration and reproduction (Boetius
and Boetius, 1980; Pierron et al., 2008) and prevent the marbled eel
decline.

It is well known that other eel’s species, like European eels, see their
populations decrease due to metal contamination for instance by mer-
cury (Castro et al., 2018). This decline could be explained by morpho-
metric alteration and metabolic parameters dysfunction especially due
to oxidative stress, mitochondria disruption and carcinogenic factors
activation (Pierron et al., 2007; Buttermore et al., 2018; Gauthier et al.,
2009).

Regarding the metals accumulated in eel’s organs, previous studies
suggested that metal concentration in organs can be used as a first proxy
to assess metal toxicity, and the physiological consequences in each
organ. Liver, kidneys and gills seems to be the main metals accumulating
organs in European eels. It seems essential to know these parameters on
marbled eels to clarify the consequences of water contamination in New
Caledonia. Furthermore, determining if Ni and other associated metals
accumulate in marbled eels muscles is essential to estimate the risk for
human’s consumption (Qian et al., 2020). In New Caledonia, marbled
eels living downstream mining sites seem to accumulate important Ni
and other associated metals in their organs, but the consequences of this
accumulation are unknown yet. The aim of this study was thus to
determine the consequences of Ni and associated metals contamination
in Anguilla marmorata by studying: (i) morphometric parameters; (ii)
metal concentrations in liver, gills, kidneys, muscle and hearts; and (iii)
transcription level of genes encoding proteins involved in lipid meta-
bolism, oxidative stress, detoxification, cell cycle regulation, DNA repair
and immunity in six different organs or tissues: liver, gills, kidneys,
muscle, brain and spleen.

2. Materials and methods
2.1. Animals and biometric measurements

Twenty-one immature yellow marbled eels, Anguilla marmorata,
were captured by electric fishing in May 2016 and July 2021 near the
Koniambo Mount of New Caledonia in four different sites (with 4-6
individuals per site). Three sites were used for their high metal con-
centration levels due to the soil composition (ultramafic soils) and the
proximity of an open pit mine (Koniambo Nickel SAS, KNS) operating
since 1997 along the Taléa river: left Taléa (LT) directly located
downstream the mine; right Taléa (RT) not influenced by the mine; and
downstream Taléa (DT), after the confluence between the two arms of
the Taléa river (Fig. 1). One site was used as a reference located on a
volcano-sedimentary soil, the downstream of the Tivoli river (Tiv).
These sites are located on an intertropical climate zone, with an average
of 1071.5 mm of water each year (MétéoNC), leading to important soil
erosion and leaching in freshwaters.

Anguilla marmorata total body lengths and weights were first recor-
ded to determine the Fulton condition factor [weight of eel (g) / (total
length of the fish)® (em®)]. Eels were then euthanized and kidneys,
brain, muscle, liver, gills, heart and spleen were recovered for further
analyses. The total weight of liver was measured to calculate the hepato-
somatic index (weight of the liver / total weight of the fish x 100).
Samples for RT-qPCR analyses were immediately fixed in RNA later
before to be stored at — 20 °C until analyses. Samples for metal analyses
were stored as soon as possible at — 20 °C until analyses.

2.2. Metal concentration determination
Biological samples: kidneys, muscles, gills, liver and heart, were
oven dried (72 h at 50 °C), grounded into a finely homogenized powder

using an agate mortar, weighed and then digested with 1.5 mL of nitric
acid 20% at 200 °C for 15 min (Microwave Acid Digestion - MARS 6,
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CEM, “Fish tissue” method). After the mineralization, 1.5 mL of ultra-
pure water (Milli-Q,Bedford, MA, USA) was added to each sample. Six
metals were analyzed simultaneously by Inductively Coupled Plasma
Optical Emission Spectrometer (700 Series ICP-OES, Agilent): Ni, Co,
Cu, Cr and Mn. Certified reference materials DOLT-5 (dogfish (Squalus
acanthias liver)), TORT-3 (Lobster Hepatopancreas), and IAEA-413
(Algae) were analyzed using the same methodology as the eel sam-
ples. Their recovery rates, limit of detection and quantification are
presented in Table 1. Metal concentrations are expressed in mg.kg™.. For
values below the instrument detection limit, theoretical minimum con-
centration values were calculated (the detection limit of the instrument
(in mg.kg ™) multiplied by the volume of the sample (in L) divided by the
sample weight (in g)).

2.3. Gene transcription

Quantitative reverse transcription PCR (RT-qPCR) was used to
determine mRNA transcription levels in fish sampled in 2021. In order to
obtain the coding sequences of target genes, cDNA sequences from the
assembled transcriptome of A. anguilla (Perrier et al., 2020; Coppe et al.,
2010) were aligned with the assembled genome of A. marmorata
(GCA_901111315.1) using the Blast program. Sequences with high ho-
mologies were then used to design specific primers for A. marmorata by
means of the primer3plus software (Table 1; (Untergasser et al., 2007)).
Total mRNA extraction was performed from liver, kidneys, gills, brain,
spleen and muscles samples using a commercially available NucleoZOL
(RNA isolation, nucleoZOL, Marcherey-nagel®, USA), according to the
manufacturer’s recommendations. Reverse transcription was done by
M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus) Reverse Transcriptase kit
(Promega). Finally, PCR reactions were performed using a LC480
(Roche), 95 °C for 2 min, followed by 45 cycles of 95 °C for 15 s and
60 °C for 1 min. Each 15 pl reaction contained 7.5 pul GoTaq qPCR
Master mix (Promega), 5 pul template and the specific primer pairs at a
final concentration of 200 nM each. The reaction specificity was deter-
mined for each reaction from the dissociation curve of the PCR product.
The ribosomal protein L7 (rpl7) and B-actin (f-act) genes were used as

Left Taléa

3

Downstream Taléa

Google Earth
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Table 1,
Limit of detection and quantification with the recovery rates obtained from the
analyses of certified reference materials (TORT-3, DOLT-5 and IAEA-413).

Ni Cr Co Mn
Limit of Detection (ug/L 1.91 0.46 0.97 0.045
+ SD) + 0.70 + 0.09 + 0.31 +0.018
Limit of Quantification at 9.55 2.32 4.89 0.23
10% (ug/L + SD) +3.30 +0.46 +1.53 =0.09
DOLT-5 recovery rate (% SD) 81.5
+=3.10
TORT-3 recovery rate (% SD) 73.1 78.5
+3.30 =3.80
IAEA-413 recovery rate (% 9l.1 87.9 100.3 87.4
SD) +1.30 + 0.90 + 5.10 +0.80

reference genes. Relative quantification of each gene expression was
normalized according to the reference genes and generated using the
2745Ct method described by (Livak and Schmittgen, 2001). Amplifica-
tion efficiencies for all primer sets were calculated; all values proved to
be sufficient to allow direct comparison of amplification plots according
to the 244 method.

2.4. Statistical analysis

Data are expressed as mean + Standard Error of the Mean (SEM) for
n independent samples with five and four sampled eels in Left Taléa in
2016 and 2021 respectively, three in 2016 and five in 2021 in Right
Taléa, five in 2016 and six in 2021 in Downstream Taléa and five in
Tivoli in 2016 and 2021. Statistical analyses were performed using
analysis of variance: one-way ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test
for multiple comparisons, and t-test to compare each sites to reference
site, Tivoli (* P < 0.05, ** P < 0.01 and *** P < 0.001) with GraphPad
statistics software (McHugh, 2011). When assumptions necessary for
using a parametric test were not met (normality, independence and
homoscedasticity of the error term), we used non-parametric test. P
values < 0.05 were considered statistically significant. Correlations

o8 Electric fishing
i

-

-
%

Fig. 1. Map of fishing sites, Koniambo Pilot Site, New-Caledonia. Left Taléa: 164°46°17.7938" E, 20°59°20.1088" S; Right Taléa: 164°44°58.0870" E, 20°59'7.6787"
S; Downstream Taléa: 164°44°3.1816" E, 20°59°54.6432" S; Tivoli: 164°52°8.5285" E, 21°0°44.4107" S.
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between measured parameters on livers were revealed by principal
component analysis using Statistica 13.3 software.

3. Results
3.1. Morphometric parameters

The analyses of A. marmorata morphometric parameters showed that
eels living in the rivers downstream the mines are significantly smaller
(** P < 0.01 and * P < 0.05 respectively for RT and LT rivers) than eels
from the reference site (Tiv), and this for the two periods (Fig. 2A).
Furthermore, eels taken from the same rivers had approximately the
same size in 2016 and 2021, for example in LT they measured 31.02
+ 4.58 cm in 2016 and 27.75 + 3.1 em in 2021. The Fulton condition
index did not vary among sites in July 2021, but in May 2016, eels living
in Taléa rivers had a lower Fulton index as compared to those from
Tivoli (** P < 0.01). However, the hepato-somatic index varied in the
same way for the two periods, with a significant lower value for eels
living in Taléa rivers in 2016 (**P < 0.01) and 2021 (*P < 0.05)
compared to those collected in Tivoli (Fig. 3).

3.2. Metals bioaccumulation in fish organs

Metals concentrations were determined for Ni, Cr, Co and Mn in
liver, gills and muscle at both periods, 2016 and 2021. Kidneys and
hearts were only analyzed in 2021.

For Ni, the results showed hepatic concentrations significantly
higher for eels living in Taléa river, particularly in LT, than those living
in Tivoli, either in 2016 or 2021 (Fig. 4). For muscle in 2016 and 2021,
and for kidneys and hearts in 2021, the same patterns were observed,
with highest concentrations measured in eels from LT. The same ten-
dencies were thus observed on both periods except for gills, for which Ni
concentrations were largely higher in 2016 than in 2021 (28.34 mg/kg
and only 2.58 mg/kg in LT respectively for 2016 and 2021).
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Eels collected from Taléa rivers accumulated also more Cr in their
liver than eels living in Tivoli (p = 0.003 in 2016 and p = 0.024 in
2021) for the two periods of sampling (Fig. 5). Gills and muscle in 2016
bioaccumulated Cr to a greater extent in LT and kidneys in 2021 in all
Taléa sites compared to Tiv.

For Co, results showed concentrations significantly higher for eels
living in Taléa rivers than those living in Tivoli for liver in 2016 and
2021 and for kidneys and heart in 2021 (Fig. 6). In 2016, the Co con-
centrations in muscle were higher in Taléa compared to Tivoli
(p = 0.0034). For gills, only the concentrations measured in DT were
significantly higher than the other sites in 2016, but in 2021, also those
from RT bioaccumulated more Co than eels from Tiv.

For Mn in 2016, no significant difference in concentrations was
observed among sites, but in 2021 for heart and gills, Mn concentrations
were higher in LT or RT respectively as compared to Tiv (p = 0.02 and
p = 0.05 respectively) (Fig. 7).

We can observe that the metal that is the most concentrated in the
organs is Mn, then Ni. For Cr and Co the concentrations are of the same
order of magnitude in the organs, whereas the concentration of Cr in the
freshwaters is always higher than that of Co.

3.3. Gene transcription levels

To assess the impact of Ni and other associated metals from mining
activity in organs of eels, RT-qPCR analyses were carried out on six
organs: liver, kidneys, gills, brain, spleen and muscle from eels sampled
in 2021. Fifteen genes were analyzed to explore the internalization
(cltb); the oxidative stress (s0dzn/cu 50dmn); the metal detoxification (mt);
the mitochondrial metabolism (12 s; cox1 and ap6-8); the lipid meta-
bolism (acc; tgl and gapdh); the reproductive function (vtg); the apoptosis
(p53 and bax); the DNA repair (gadd45) and the immune system (nlrc3).
The results showed that liver was the most impacted organ, as the
transcription level of almost 12 genes on the 16 studied was differen-
tially regulated in eels from one or several Taléa sites compared to Tivoli
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Fig. 2. . A. Total length (¢cm, mean - SEM) of eels in May 2016 (n = 4-6) and July 2021 (n = 5). B. Fulton condition index (mean = SEM) of eels in May 2016
(n = 4-6) and July 2021 (n = 5). Means designated with star (*) are significantly different as compared to the reference Tivoli site (one-way analysis ANOVA

followed by Tukey’s post-test, * P < 0.05; ** P < 0.01).
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Fig. 3. . Hepato-somatic index (mean + SEM) of eels sampled in May 2016 (n = 5-13) and July 2021 (n = 5-9). Means designated with star (* or **) are signif-
icantly different as compared to the reference Tivoli site (t-test, * P < 0.05; ** P < 0.01).
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and n = 4-6 in 2021). Means designated with star (*) are significantly different as compared to the reference Tivoli site (one-way analysis ANOVA followed by

Tukey’s post-test, * P < 0.05; ** P < 0.01).
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Fig. 6. : Co concentrations (mg/kg) in liver, gills, muscle, kidneys and heart of eels sampled in Koniambo Mount in New Caledonia (mean + SEM, n = 3-5 in 2016
and n = 4-6 in 2021). Means designated with star (*) are significantly different as compared to reference site Tivoli (one-way analysis ANOVA followed by Tukey’s

post-test, * P < 0.05; ** P < 0.01).

May 2016
807 80
70 70
60 €0
- 504 = 50
< <
o0 =
E a0 E
E’ e
=
= 304 = 30
20 20
. ’l‘ i ﬁ

Liver Gills Muscles

101 i
0- T

Liver

0 left Taléa

[ right Taléa

[] downstream Taléa
[ Tivoli

July 2021

Gills Muscles Kidneys Hearts

Fig. 7. : Mn concentrations (mg/kg) in liver, gills, muscle, kidneys and heart of eels sampled in Koniambo Mount in New Caledonia (mean + SEM, n = 3-5 in 2016
and n = 4-6 in 2021). Means designated with star (*) are significantly different as compared to the reference Tivoli site (one-way analysis ANOVA followed by

Tukey’s post-test, * P < 0.05; ** P < 0.01).

(up-regulation for oxidative stress and lipid metabolism and down-
regulation for mitochondrial metabolism, DNA repair, apoptosis,
reproduction and immunity) (Tables 2 and 3).

The kidneys showed only up-regulated genes involved in lipid
metabolism, DNA repair, apoptosis, endocytosis and immunity.

The gills were on the one hand up-regulated for genes involved in
oxidative stress and metal detoxification and on the other hand down-
regulated for genes involved in apoptosis.

Finally, brain and spleen are the less affected organs with only one
gene that was differentially regulated (down-regulation of atp6-8 for
spleen and up-regulation of gadd45 for brain).

No difference in gene transcription level was observed in muscles.

3.4. Multivariate analysis on the liver

As the liver appeared as the most impacted organ in eels living on
ultramafic soils impacted by mining activities, a Principal Component
Analysis (PCA) was done between the several studied parameters -
morphometric parameters, metals bioaccumulation and transcriptomic
responses (Fig. 8). The PCA explained a total of 97.48% of the variability
of the data, with the axis 1 the more discriminant (89.23%) and corre-
sponding to the most contaminated and disruptive stations on the right
(especially Left Taléa) and the less contaminated one on the left (Tivoli).
Significant correlations are observed between Ni, Mn, Cr and to a lesser

extent Co with genes implicated in oxidative stress and lipid metabolism
on the most contaminated site (LT). On the contrary, morphological
parameters are correlated to genes implied in reproduction, in mito-
chondrial metabolism, in immunity, in cell cycle regulation and corre-
spond to the reference site Tiv.

4. Discussion

This study aimed to assess the consequences for Anguilla marmorata
to live in freshwaters downstream Ni mines in New Caledonia, region
particularly affected by mining activities due to the composition of soils
particularly rich in Ni. Eels are known to be sensitive to water metal
contamination (Durrieu et al., 2005) that could affect their migration
and reproduction leading to a decline of their populations (Buttermore
etal., 2018; Gauthier et al., 2009). Until now, no study was conducted in
New Caledonia on this species, whereas eels are present in freshwaters
as top fish predators and are potentially collected by local populations to
be eaten. Thus in this project, we collected eels in four sites (three on
ultramafic soils along the Taléa river, with one arm directly under
mining influence, and one as a reference site, Tivoli river) to assess the
bioaccumulation of metals and their toxicity. The fish were sampled at
two different periods, in May 2016 and July 2021, in order to assess the
influence of time on parameters of interest and to verify whether the
observed effects could be maintained over time.
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Table 2
Specific primer pairs used for RT-qPCR.
Gene name Gene Function Forward primer Reverse primer Efficiency (mean
code + SEM)
ribosomal protein 17 pl7 Ribosomal components 5'-GCATCTGGGCAATTACCATT 5'-CAAGGAACTGGCTACCAAGC 98.2 + 8%
(reference gene) -3 -3
S-actin f-actin Cell structure 5'-CTCTATCGTCCACCGCAAAT 5'- CACCTTCACCGTTTTCCAGT-3' 93.4 + 5%
(reference gene) -3
clathrin b cltb Internalization 5'-GCAGAAGTCCCATAGGTCCA 5'- AACACCGGAAGCGTAATGTC- 91.2 4+ 8%
=8 8
superoxide dismutase zinc/ sodzn/cu Oxidative stress 5'-TCAAGGACAGAATGCTCACG 5'-TGCTTTTGGGACACCCTTAC 90.8 &+ 5%
copper (copper/zinc) -3 -3
superoxide dismutase sodmn Oxidative stress 5’- CGCCACATATGTCAACAACC-3" 5’- TAGGGGACAGGTTTGTCCAG- 106.2 + 8%
manganese (manganese) 32
metallothioneine mt Metal homeostasis 5'-CGAGCTGCTGTCAGTGAAGA 5’- GCTCTGCATGGATGACAAAA- 88.7 + 4%
detoxification -3 8!
ribosomal rna 12 s 128 Mitochondrial metabolism 5'-CTCACCATCCCTTGCCTAAA 5'- CTCAGAGCCGGTTTCAAAAG-3’ 91.7 + 1%
R 3’
Cytochrome ¢ oxidase subunit 1 cox1 Mitochondrial metabolism 5'-CCAGATGCATACACCCTGTG 5'-CGAATGTGTGGTATGGTGGA 91.3 + 3%
=3 -3
atp synthase membrane subunit atp6-8 Mitochondrial metabolism 5'- TGCAGTCCCAATATGACTCG-3°  5'- ATGGCCTGCTGTTAGGTTTG-3' 90 + 4%
6-8
acetyl-coa carboxylase acc Lipid metabolism 5'-GAGCAGTACAAGCCCGACAT 5'-AGCATGGTCACCAGGATGTT 97.4 + 8%
=3¢ -3
triglyceride lipase tgl Lipid metabolism 5'-GACGCTGTTGTTCCAGATGA 5'- GGGAACACGTACGAAGCCTA- 95.8 + 10%
-3 3t
glyceraldehyde-3-phosphate gapdh Lipid metabolism 5-TCTTTTGGGGGATCAAACTG 5-TGGCCTCAAAGGAGTAGAGC 99.3 + 9%
dehydrogenase -3 -3
vitellogenin vig precursor of egg yolk 5'- CAGCTGCTTCTCAGCACAAG-3° 5'- AGCCTGAAGAACTGGCAGAA- 91.7 + 2%
5
bel-2-associated x protein bax Cell cycle arrest/apoptosis 5'- GCGACCCTAACCACAAGAAG- 5'- GTCAAGCTCGTCTCCGATTT-3 91.2+ 11%
3
tumor protein 53 p53 Cell cycle arrest/apoptosis 5'-GAGCCCAAGAAAGGGAAAAG 5'- GACATGGAACTGACCCCAAC- 98.9 + 9%
-3 3
growth arrest and dna damage- gadd45 DNA repair 5'- CCGTTGTTGTCCACTGTGTC-3’ 5'-GATGAGGAAGACGAGGACGA 98.4 + 12%
inducible 45 -3
nlr family card domain nlrc3 Immune system 5'- CCTCCAGAGTCCGTGTTAGC-3" 5'- TGCGCTTTCTGTCTGGTATG-3 98.7 + 13%
containing 3
Table 3

Fold changes in gene transcription levels in eels collected from Taléa river sites (n = 4-6 per site) as compared to eels from the reference Tivoli site. Only significant
changes are reported (one-way analysis ANOVA followed by Tukey’s post-test, * P < 0.05; ** P < 0.01 as compared to Tivoli) (e.g. red = down regulation and green =

up regulation).

Genes and function
Ultramafics rivers | Organs [ Meal Mitoc! Lipidmetabolisn d Immunity
sods 0bm | cat | mt 125 | cox | atoes gapdg tal oltb vig nlre3
Taléa downstream 9820°£2435 | 1427°2411 | / / / / [16.85° +: /
Taléaright Liver | M89°£7525 | 2198°2862 | / / / 2444622 /
Taléa left 1636°£5136 | 2095°241 | / / / <3 /
Taléa downstream / / / / ¥ / / / / / / / / i
Taléaright | Kidney / / / / / / / A A A Y / A A Y
Taléa left I / / Vi / / / / 3.03°3097 | 3.32°:09 +1.72] / 259° + 0.686.29° = / 206° 2046
Taléa downstream / / / / / / / / / / / / / / /
Taléaright Gills / / / / / / / / / / / / / ok /
Taléa left L lcoss e R / / / / / / / / /
Taléa downstream / / / / / / / / / / / /) / / / /
Taléaright Brain / / / / / / / / / / 38°:112 / / / / /
Taléa left / / / / / / / / / / 5.27°%13 / / / / /
Taléa downstream / / / / / / / / / / / / / / / /
Taléaright Spleen / / i / / / / / { / / / / / /
Taléa left / / / / / / / F / / 'k / / / /
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Fig. 8. Principal component analysis of morphometric parameters, metals bioaccumulation and gene transcription levels in liver of A. marmorata, after collection in
July 2021 on the 4 sites: Tiv (Tivoli), LT (Left Taléa), RT (Right Taléa) and DT (Downstream Taléa). A. Correlation circle of the different studied parameters. B.

Tllustration of the sites.

4.1. Morphometric parameters

First of all, we noticed that eels living in rivers downstream the mines
were smaller than eels living in the reference site, with a lower hepato-
somatic index at both different periods, as it has been already observed
in eels exposed to other metals such as Hg and Cd (Barak and Mason,
1990). These results seemed to indicate that eels, in particular their liver
function, are probably impacted by physico-chemical or nutrient con-
ditions occurring in Taléa river compared to Tivoli, whatever the period
and season. Interestingly, the Fulton index differed between the two
periods. Indeed, no differences were observed in 2021, whereas, in
2016, eels living in Taléa presented a smaller Fulton index compared to
Tivoli. In 2021, the sampling campaign was done after a long episode of
rain, which could explain at least in part the low dissolved metal con-
centration in the rivers. For example, the concentrations of dissolved Ni
was 48 pg/L in 2016 (sampling: 02/02; 09/02; 15/03; 17/03; 18/03 in
Left Taléa, (Boula et al., 2022)) compared to 8 pg/L few weeks before
the fisheries in 2021 (sampling: 17/05, CNRT QUAVAR project). Indeed,
in 2016 the cumulative rainfall in the 6 months preceding the fisheries
(December 2015 to May 2016) was 930 mm of rain (an average of
5.2 mm of rain per day) but 2910 mm of rain (an average of 16.2 mm of
rain per day) in 2021 (February 2021 to July 2021) (MeteoNC, 2016;
MeteoNC, 2021). The higher dissolved metal levels in 2016, could
further affect the food chain and eel nutrient quality, but also eels
themselves. As the Fulton index reflects the physiological state of the
fish (Bolger and Connolly, 1989), it is possible that in 2016, rivers under
mining influence offered poor condition for growth and that eels
inhabiting these sites were more impacted by metals, and therefore, had
a lower condition index.

4.2. Metals bioaccumulation

Due to the composition of laterite soils (Ambatsian et al., 1997;
Pasquet et al., 2018), four metals were analyzed in eel organs: Ni, Cr, Co
and Mn in 2016 and 2021. This kind of research has never been con-
ducted in New Caledonia on Anguilla marmorata. At first, for all metalsin
2016 and 2021, a dose-dependent contamination was observed ac-
cording to the sites under mining influence or not, with eels from Taléa
being significantly more contaminated than those from Tivoli. Those
results are in line with the metal concentrations in the freshwater, which
are much higher in Taléa river compared to Tivoli river.

The same trends were noticed in 2016 and 2021 but some variations
especially for metal concentrations in livers and gills were nevertheless
observed. In fact, for Ni and Cr, in 2016, eels appeared to be mainly
contaminated by the direct route of exposure (i.e. dissolved metals in

water) whereas in 2021 the main route of contamination of eels in Taléa
seemed to be the trophic route. This was highlighted by higher metal
concentrations in the gills compared to the livers for all sites in 2016 in
contrast to 2021 where Ni and Cr concentrations in gills were lower than
in livers. Indeed, metals bioaccumulation in the gills is expected to be
higher following waterborne exposure, while higher bioaccumulation
levels in the liver is followed by absorption of metals from the gut (Wood
et al., 2002). It seems that few dissolved metals were assimilated by the
gillsin 2021, that could also be explained by the moment of the fisheries,
which were realized after heavy rain episodes in 2021. As already
evoked, these hydrologic conditions in 2021 would have probably
diluted the metals in the freshwaters by high leaching of soils during
several months before sampling and modified their chemical speciation,
with a highest proportion of them adsorbed to particulate matterin 2021
compared to 2016 (Calmano et al., 1993; Walling et al., 2003). All these
findings could suggest that the contamination of eels is dependent on the
weather conditions and the fishing season. However, the livers are in all
cases impacted by higher concentrations of metals measured in eels
living under mining influence compared to Tivoli.

In contrast, for Co and Mn the same trends were observed for the two
seasons, with contamination mainly via the trophic way for Co and by
the direct route for Mn. In 2016, the eels seemed to less accumulate Mn
than in 2021. Furthermore, in 2021, two other organs were analyzed:
heart and kidneys. Kidneys are the organs that accumulate the highest
levels of metals, as they represent the main site of detoxification and
excretion (Lawrence and Hemingway, 2003; Elliott et al., 1988).
Moreover, numerous studies have shown that for the majority of metals,
the highest concentrations in fish are found in the liver and kidneys
(Fernandes et al., 2007; Palaniappan and Karthikeyan, 2009; Pannetier
et al., 2016). These observations are also reported in our study because
for Ni, Co and Cr, kidneys are the organs that bioaccumulated the most.
On average, metal concentrations in the kidneys of Taléa eels were
12-16 times higher than those in Tivoli and more important than in
gills, confirming the hypothesis of trophic way of contamination. In
order to ensure a good migration, eels need an optimal heart capacity,
thus, any cardiotoxicity could affect their migration (Imbrogno, 2013;
van Ginneken and van den Thillart, 2000). In 2021, we observed that
hearts were also affected, to a lesser extent because only eels of the LT
site had significantly higher Ni and Mn concentrations than eels living in
the reference site, except for Co, for which all eels from Taléa were
impacted. Finally, concerning muscle, the accumulations remain very
low compared to the other organs, with generally higher values on the
most impacted site (LT). These results are in line with the literature
which demonstrated that metals, including Ni, accumulates poorly in
the fish muscle (Sow et al., 2013). Also in muscle, the concentrations are
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under the European recommendation threshold for food, so the con-
sumption for humans of Anguilla marmorata in New Caledonia seems
totally safe, at least for the metals analyzed in the present study.

4.3. Genes transcription

A clear link has been established between metals bioaccumulation in
fish organs and alterations in gene transcription levels, especially those
involved in the fight against oxidative stress (Souza et al., 2018).
Oxidative stress is known to play a key role in the physiopathology of
organs, notably liver, by altering the calcium homeostasis and the
mitochondrial function of hepatocytes (Gordeeva et al., 2003;
Madreiter-Sokolowski et al., 2020). The qPCR analysis was conducted
only on the 2021 samples. The results suggest that livers and gills could
be submitted to an important oxidative stress (sodc, and sodyy, in-
ductions), biomarkers reflecting pollution of freshwater ecosystems
(Ahmad et al., 2006). Oxidative stress could then be responsible of the
mitochondrial dysfunction observed with an alteration of the mito-
chondrial respiratory chain (MRC) in liver and spleen (12 S and ap6-8
depletions). These results are highlighted by the PCA analysis conducted
on the liver (Fig. 8), which demonstrated a clear link between oxidative
stress, lipid metabolism and bioaccumulation of Ni, Mn, Cr and to a
lesser extent Co. In New Caledonia, just one study noted an alteration of
mitochondrial metabolism on goldfish after Ni exposition (Garceau
et al., 2010), such as in Pacific eels in the present study. These effects
were associated to a dysregulation of lipid metabolism (Prakash et al.,
2017; Kroemer et al., 2007), as can be illustrated in our study by an
induction of gapdh and tgl in livers and kidneys, markers of an increased
utilization of glucose and triglycerides, which has previously been
demonstrated in the European eel Anguilla anguilla after Cd exposure
(Pierron et al., 2007). This alteration could compromise the efficiency of
lipid storage necessary for their migration, and then, their reproductive
success. Furthermore, studies also suggested that triglyceride catabolism
is a biomarker of oxidative stress in eels (Naour et al., 2017) and could
explain the lower hepato-somatic index of eels living under mining in-
fluence (Geeraerts and Belpaire, 2010). In addition, we observed a
decrease in the precursor of egg yolk, vtg, in the liver, which could be a
consequence of the lipid metabolism disruption and the oxidative stress
observed (Burzawa-Gerard et al., 2008). Reproductive impairment in
eels living in polluted waters has already been reported in previous
studies (Pierron et al., 2008). We have to note that despite our sampling
efforts, we failed to obtain fish of similar sizes among sampling sites.
This can be explained either by an effect of metals on fish growth rate or
by variations in fish age among sites (Patey et al., 2018). However, even
if we cannot exclude an effect of age or sex, we observed a significant
link between metal concentrations in liver, hepato-somatic index and vtg
transcription levels, which suggests that contamination has probably an
impact on reproduction and/or sex determination (Davey and Jellyman,
2005; Geffroy and Bardonnet, 2016).

Another important fact is that eels living in contaminated freshwa-
ters seem to have an important inflammation with nlrc3 depletion in
livers. On the contrary, an induction of nirc3 observed in kidneys indi-
cate a decrease of pro-inflammatory response leading to a decrease of
response if eels are in contact with virus, parasites or bacteria with
potentially serious consequences about their health condition (Xie and
Belosevic, 2018; Chang et al., 2021).

Finally, the transcriptomic studies showed in liver and gills, a po-
tential initiation of carcinogenic pathways by down-regulating the
transcription levels of genes involved in apoptosis and DNA repair
(gadd45, p53 and bax). Indeed, the carcinogenic effects of metals in fish
liver were already reported in Solea vulgaris, Anguilla anguilla and Liza
aurata (Usero et al., 2004; Turan et al., 2020). In contrast, the apoptosis
pathway seemed activated in kidneys (bax induction) with DNA repair,
also reported in brain (gadd45 induction). The induction of apoptosis
can remove potentially harmful cells, thereby blocking tumor growth
(Pistritto et al., 2016). The kidneys may have activated this cell death
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process to protect against toxics effects of metal contamination. Muscle
were less impacted than other organs, accordingly to bioaccumulation
observations.

In New Caledonia, the mining activities seem then to alter the quality
of life of eels living in the rivers downstream the mines, by organ
function alteration, especially the liver. Due to the importance of liver
function for eels, metallic contamination could contribute to hepatic
dysfunctions leading to impairment of lipid metabolism and could then
alter the success of their migration and maturation and, potentially their
reproduction.

5. Conclusion

The current study shows that metal concentrations observed in
freshwater downstream mining sites may induce alterations of Anguilla
marmorata organs in New Caledonia. Disruption of Fulton and hepato-
somatic index might be explained by the high metals levels found in
kidneys and livers of eels. In addition, metals triggered an important
liver, kidneys and gills toxicity through the induction of mitochondrial
dysfunction, oxidative stress, inflammation, immunotoxicity and
apoptosis or carcinogenic effects. Therefore, the exposition of Anguilla
marmorata to metals such as Ni, Cr, Co and Mn in New Caledonia
because of open pit mining activities on ultramafic basin catchments
may put the fish at risk of developing impaired migration and
reproduction.
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Résumé et conclusion :

Cette étude nous a permis, pour la premiére fois, de voir quelles étaient les conséquences
pour les anguilles marbrées de vivre dans des rivieres contaminées par les métaux en raison
de la présence d’exploitations miniere en Nouvelle-Calédonie, notamment au niveau du Mont
Koniambo.

Tout d’abord, nous avons observé que les anguilles prélevées en 2016 et 2021, vivant sous
influence miniere, sont plus petites et ont un indice hépato-somatique plus faible, reflétant
une altération de la fonction hépatique. En revanche, I'indice de Fulton ne differe entre les
anguilles vivant sous influence miniére et celles prélevées sur le site de référence qu’en 2016
ou il diminue. Ceci peut étre expliqué par les différences des conditions météorologiques avec
des pluies bien plus importantes en 2021 qu’en 2016, entrainant une modification de la
biodisponibilité du Ni. En effet, lors de pluies importantes, le taux de matiéres en suspension
est plus important dans I'’eau, ce qui augmente la fraction particulaire du métal par rapport a
la fraction dissoute et entraine en paralléle une dilution de la fraction dissoute. Au contraire,
en 2016, la concentration dissoute en Ni est plus élevée ce qui peut affecter toute la chaine
alimentaire et jouer sur la quantité et la qualité de la nourriture ingérée par les anguilles des
rivieres polluées.

En ce qui concerne la concentration en métaux dans les organes, les mémes tendances ont
été observées aux deux périodes de prélevement, sauf pour les foies et les branchies. En 2016,
les anguilles de la riviere Taléa sont plutdét contaminées via la voie des métaux dissous dans
I’eau vu que les branchies sont les organes les plus accumulateurs pour le Ni et le Cr. Au
contraire, en 2021, les reins et le foie sont les organes accumulant le plus les métaux,
indiquant une contamination plutét via la voie trophique. Ceci est observé pour le Co
également. Ces résultats sont cohérents avec les conditions météorologiques décrites
précédemment. En revanche, pour le Mn, aux deux périodes d’étude, ce sont les branchies
qui bioaccumulent le plus cet élément. Nous avons également mis en évidence une
accumulation significative du Ni, Co et Mn dans les cceurs des anguilles de Taléa en 2021, signe
d’une cardiotoxicité potentielle. Enfin, nous pouvons exclure le risque pour la consommation
humaine des anguilles car les muscles semblent peu, ou pas, accumuler les métaux, et les
concentrations retrouvées sont inférieures aux recommandations pour la santé humaine.

En termes de modulation de I'expression génique, les résultats suivent les mémes tendances
dans le foie et les branchies qui sont les organes les plus impactés. En effet, un important

stress oxydant est suggéré (induction des sod., et sodmn) qui pourrait étre responsable des
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altérations mitochondriales et lipidiques observées au niveau hépatique (déplétion de 12s et
atp6-8 et AcCoa et induction de gapdh et tgl), signant un catabolisme des triglycérides trop
important et, ainsi, une moins bonne qualité de stockage des lipides. Nous remarquons
également une altération du niveau de transcription de la vg. Enfin, les études
transcriptomiques ont montré dans ces deux organes, une initiation potentielle des voies
cancérigenes, observée par la régulation a la baisse des niveaux de transcription des génes
impliqués dans |'apoptose et la réparation de I'ADN (gadd45, p53 et bax). Au contraire, dans
les reins et le cerveau, les voies de I'apoptose semblent étre activées. Enfin, les anguilles de
Taléa semblent présenter une inflammation hépatique importante avec une déplétion de
nirc3 alors que dans les reins ce géne est induit, indiquant une diminution de la réponse pro-
inflammatoire.

Une analyse en composante principale de toutes ces réponses (biométrie, bioaccumulation
métallique et expression des génes) a permis de mettre en évidence un lien entre les
altérations transcriptomiques et les concentrations en métaux retrouvés dans le foie,
suggérant une atteinte toxique de cet organe.

En Nouvelle-Calédonie, les activités miniéres semblent donc altérer la qualité de vie des
anguilles vivant dans les rivieres en aval des mines, par une altération fonctionnelle de
plusieurs organes, en particulier le foie, ce qui pourrait contribuer a une altération du
métabolisme lipidique et, ainsi, altérer le succés de leur migration et maturation et donc
potentiellement leur reproduction. Néanmoins, sachant que les cours d’eau sous influence
miniére représentent moins d’un tiers des cours d’eau calédoniens, il est peu probable que

cet effet local soit retrouvé a I’échelle de la population.
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Partie 1 : Conclusion générale

Les différentes études menées au cours de ce travail ont permis d’apporter de nouvelles
connaissances mécanistiques sur les potentiels impacts sanitaires et environnementaux de

I’exploitation miniére de Ni en Nouvelle-Calédonie en répondant a deux objectifs principaux.

Le premier axe de recherche vise a étudier le mécanisme d’action toxique des NPs de
NiO. Pour répondre a cet objectif nous avons choisi deux modeles cellulaires différents, cibles
privilégiées des NPs de NiO, les cellules HPAEC et HEPA-E1.
Les HPAEC constituent, en effet, des cibles des NPs aprées inhalation par les travailleurs et les
populations environnantes. Les HEPA-E1, quant a elles, peuvent étre en contact avec ces NPs
apres exposition des anguilles in situ soit a partir de la voie directe a travers les branchies, puis
distribution dans le sang, soit via la consommation de proies préalablement contaminées. De
plus, ces cibles cellulaires nous permettent d’apprécier un éventuel risque pour la population
humaine de développer des pathologies cardiovasculaires et pour la population d’anguilles
d’avoir une altération de la fonction hépatique, ce qui pourrait compromettre la qualité de
leur migration et donc de leur reproduction.
Les différentes études réalisées ont permis de mettre en évidence un mécanisme d’action
toxique des NPs de NiO en partie commun aux deux types cellulaires. En effet, nous avons,
dans un premier temps, montré que ces NPs étaient internalisées sous forme d’agrégats
cytoplasmiques, assez proches du noyau et des mitochondries. Une fois internalisées, les NPs
de NiO sont capables de générer un important stress oxydant, d’une part, en induisant la
production d’ERO radicalaires, cytoplasmiques et mitochondriales et, d’autre part, en inhibant
I'activité des enzymes de défense anti oxydantes telles que les SOD. Ce stress oxydant active
ensuite les voies de linflammation en induisant une sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires telles que les IL-6, marqueurs de pathologies cardiovasculaires dans les HPAEC
et d’altérations hépatiques dans les HEPA-E1. Nous avons, ensuite, observé, dans les deux
types cellulaires, une altération de I'homéostasie calcique ainsi que des altérations
mitochondriales qui, contrairement aux résultats précédents concernant le stress oxydant et
I'inflammation, différent pour chacun des types cellulaires. Les différences observées sont
probablement dues a la spécificité fonctionnelle et physiologique des cellules. En ce qui
concerne les HPAEC, nous nous sommes particulierement intéressés aux mécanismes a
I'origine des altérations de I’homéostasie calcique en raison du réle clef du calcium dans la

physiologie vasculaire et, notamment, dans le contrdle de la relaxation et de la contraction
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cellulaire. Nous avons ainsi pu montrer que les NPs de NiO, d’une part, inhibaient I'activité des
canaux calcigues membranaires TRPV4, impliqués, notamment, dans le déclenchement de
pathologies cardiovasculaires et, d’autre part, altéraient la production et la sécrétion de NO
et d’ET-1, deux marqueurs de I’'HTP.

En ce qui concerne les HEPA-E1, nous nous sommes particulierement intéressés aux
mitochondries, lieu de la métabolisation des lipides et avons mis en évidence une altération
de la CRM et de l'expression des enzymes du métabolisme lipidique suggérant un
dysfonctionnement dans le métabolisme des triglycérides. Nos résultats suggerent ainsi que
le stockage des lipides est peu, ou pas efficace. Se pose, ainsi, la question de la qualité de la
migration et de la reproduction des anguilles avec une fonction mitochondriale hépatique
altérée.

Nous pouvons, ainsi, conclure que, malgré quelques différences dans les mécanismes a
I'origine de l'altération calcique et mitochondriale, les NPs de NiO présentent une toxicité
commune conduisant ensuite les cellules vers la voie de mort cellulaire par apoptose. Les
différentes voies de toxicité communes sont résumées dans la figure 49. Il est, également,
intéressant de souligner que, méme si pour certaines expérimentations les NPs de NiO
présentent des effets toxiques dés 0.5 ug/cm?, pour toutes les études, les effets toxiques sont
essentiellement observés a 5 pg/cm?. Cette concentration est réaliste car elle refléete la
concentration en Ni dans les PM1g lors des pics de pollution a Nouméa. A cette concentration,
les PM1g peuvent, en effet, étre inhalées par les travailleurs miniers ainsi que les populations
environnantes ou sédimenter dans les cours d’eau douce. Les teneurs en Ni dans les PUF et /
ou PMzs ne sont pas mesurées en Nouvelle-Calédonie mais nous pouvons supposer que ces
concentrations en Ni sont similaires, voire supérieures, a celles retrouvées dans les PM1o.

Par ailleurs, pour compléter les études mécanistiques in vitro, il nous a semblé opportun de
comparer les effets des NPs de NiO, représentant principalement la pollution due a I'activité
miniere, aux effets observés apres exposition des cellules a des polluants naturellement
présents en Nouvelle-Calédonie, a savoir, d’une part, les sels de nickel NiCl, retrouvés dans
I’eau et, d’autre part, les latérites nickéliféres remises en suspension dans I'atmosphére. Ces
différentes études ont, ainsi, pu montrer que le principal risque pour les populations locales
et les organismes aquatiques semble venir d’'une exposition aux NPs de NiO émises par les

exploitations miniéres, plus que par le Ni naturellement présent dans les sols.
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SOD : Superoxyde dismutase
TRPV4 : Transient receptor potentiel vanilloid 4
H,O, : Peroxyde d’hydrogeéne
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Casp9 : caspase 9

Bax : Bcl-2—associated X protein

IL-6 : Interleukines-6

ET-1: Endothéline-1

NO : Monoxyde d’azote

< N TRPV4

Internalisation

H,0, 0y
Ny Sop  Stressoxydant 7 [Ca¥], == 21 AcCoA
—47-—;7! atp6-8
- A cox

Biogénése
mitochondriale

1

Altération CRM et des
mitochondries produite

N NO N [Ca¥T,,

/N wmP

° N3O =Atérations

Inflammation mitochondriales

bel /1 Bax
| N bl-2 A Casp9

A ET-1

IL-6

Mort cellulaire par apoptose

Figure 49 : Schéma de conclusion générale, mécanisme d’action toxique des NPs de NiO
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Le second axe de cette These consiste en une approche plus fonctionnelle tant en
écotoxicologie qu’en toxicologie humaine. En effet, il parait essentiel, aprés avoir étudié et
élucidé les mécanismes moléculaires et biologiques a I'origine de la toxicité des NPs de NiO,
de transposer nos observations a de la recherche fonctionnelle. Ce type d’approche nous a
permis d’apprécier le risque sanitaire et environnemental suite a ces expositions, d’une part,
en se rapprochant de la réalité et des conditions observées in vivo via I'utilisation de modeles
pathologiques, et, d’autre part, en réalisant une étude et des prélévements in situ en
Nouvelle-Calédonie.

En toxicologie humaine, un de nos objectifs a été de comparer les effets des NPs de NiO en
conditions physiologiques et pathologiques mimant la dynamique et I’environnement
vasculaire observés dans I'HTP, grace a un modele in vitro innovant se rapprochant des
conditions observées in vivo sur les CE en cas d’"HTP. Pour cela, les cellules sont soumises a un
étirement de 20 % et sont placées en hypoxie (1 % d’O;) pour mimer, d’une part,
'augmentation de la tension des vaisseaux observée dans I'HTP, et, d’autre part,
I’environnement hypoxique de I’'HTP. Nos résultats montrent qu’en conditions pathologiques,
tous les effets toxiques des NPs de NiO sont amplifiés. En effet, le stress oxydant,
I'inflammation, la production de nitrites et nitrates, les altérations mitochondriales et
calciques sont significativement plus importants lorsque les cellules sont cultivées dans des
conditions mimant I’"HTP. Nous pouvons ainsi conclure qu’une exposition accrue et chronique
aux NPs de NiO, par inhalation, pourrait aggraver certains évenements physiopathologiques
chez des populations présentant une pathologie cardiovasculaire préexistante avec une
dysfonction endothéliale telle que I'HTP et que ces populations seraient plus sensibles aux
polluants particulaires.

En écotoxicologie, une étude in situ a été réalisée lors d’'une mission en Nouvelle-Calédonie
en juillet 2021. Des anguilles marbrées, Anguilla marmorata, ont été péchées dans 4 sites
différents, 3 plus ou moins impactés par I'activité miniere le long de la riviere Taléa située sur
substrat ultramafique, et 1 site sur la riviere Tivoli aval, considérée comme référence localisée
sur substrat volcano-sédimentaire en surface. Il a été montré que les anguilles vivant dans la
Taléa présentaient des altérations morphologiques et génétiques en comparaison aux
individus de la Tivoli aval. En effet, les anguilles des riviéres polluées sont plus petites, avec un
plus faible indice hépato-somatique révélant une altération hépatique, en partie confirmée
par les taux en Ni, Cr et Co plus importants dans les foies de ces anguilles. Cependant, nous
avons montré que les reins semblaient étre les organes les plus bioaccumulateurs, ce qui

suggére une difficulté d’élimination de ces éléments métalliques aprés leur absorption.
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L'altération hépatique a été confirmée par les études transcriptomiques qui ont montré que
les métaux induisaient un stress oxydant, une dysfonction mitochondriale, une dérégulation
du métabolisme lipidique, une altération de I’hormone de reproduction ainsi qu’un
phénomeéne inflammatoire et cancérogéne. Les mémes tendances sont observées dans les
branchies. Les reins, quant a eux, malgré une bioaccumulation plus importante des métaux,
semblent moins altérés. Quelques modifications des génes impliqués dans I'apoptose sont
cependant observées probablement comme mécanisme de défense pour diriger les cellules
altérées vers la mort cellulaire via la voie de I'apoptose afin d’éviter le déclenchement des
mécanismes cancérogenes. Des corrélations ont d’ailleurs été réalisées et ont démontré le
lien entre les altérations hépatiques, les concentrations en métaux et les perturbations
géniques. Cette étude nous a permis de montrer que I'exposition d’Anguilla marmorata aux
métaux déclenche une importante toxicité hépatique, branchiale et rénale. Les principaux
effets observés sur les A. marmorata sont schématisés sur la figure 50.

De plus, il est intéressant a ce stade de comparer nos résultats in vivo et in vitro sur les HEPA-
E1l. En effet, il a été mis en évidence un stress oxydant important par les deux approches, ainsi
gu’une altération de la fonction mitochondriale. Cependant, les mécanismes different
légerement. En effet in vitro, il est observé une activation des voies de mort cellulaire par
apoptose, ce qui n’est pas le cas in vivo. Néanmoins les HEPA-E1 n’ont été exposées qu’avec
les NPs de NiO alors que les Anguilla marmorata sont exposées a un mélange de métaux. Les
études in situ completent, également, celles réalisées in vitro en apportant les données
morphométriques, de dosages des métaux et les effets sur la reproduction qui n’avaient pas
pu étre mis en évidence in vitro. Nous voyons ainsi les limites des modeles cellulaires in vitro,
qui permettent plutét de décrypter une mécanistique toxique a un polluant donné ou a un
mélange de polluants, sur du court terme, mais qui ont besoin d’étre complétés par les études
in situ pour se rapprocher des conditions naturelles dans lesquelles les individus sont exposés,
plutot sur du long terme. Ainsi, I’exposition d’Anguilla marmorata aux métaux tels que le Ni,
le Cr, le Co et le Mn en raison des activités miniéres en Nouvelle-Calédonie peut étre néfaste
pour les anguilles et induire chez cette espece des troubles de la migration et de la

reproduction pouvant potentiellement conduire au déclin de cette population.
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S: Stress oxydant
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Figure 50 : Schéma de conclusion sur les effets des métaux sur les anguilles marbrées en Nouvelle-Calédonie
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En conclusion générale, 'ensemble de ces résultats nous a permis d’appréhender les
risques pour les calédoniens et pour les populations d’anguilles, liés aux exploitations miniéres
de Ni. Les concentrations en nickel dans I'atmospheére ou dans les eaux sont bien supérieures
aux réglementations Francaises et Européennes. En effet, a cause de la composition des sols
calédoniens il parait, aujourd’hui, difficile pour la Nouvelle-Calédonie de respecter ces seuils.
Il serait alors peut-étre judicieux et intéressant d’adapter les seuils réglementaires a ne pas
dépasser sur I'lle en fonction des caractéristiques géologiques du pays. Pour I'air, il semble
compliqué de respecter la DE 2004/107/CE de 20 ng/m?3 sur I'année, et pour les cours d’eau
douce de respecter la NQE de 4 pug/L de Ni dans les eaux de riviéres. Il serait nécessaire de
déterminer et proposer une concentration en Ni dans I'air et dans les eaux qui n’entraine pas
ou peu d’effet sur les espéces aquatiques et sur 'THomme. Grace a |'étude in situ, en ce qui
concerne les cours d’eau douce, il a cependant pu étre mis en évidence que dans les riviéres
éloignées des mines, comme Tivoli, malgré des valeurs de Ni dans I'’eau supérieures a la NQE
(entre 7 et 15 pg/L a Tivoli), les anguilles semblaient étre peu impactées par les métaux. En
revanche, dans les rivieres sous influence miniere, méme les plus éloignées des mines telle
que Taléa aval ou les taux sont en moyenne de 60 ug/L de Ni total, les A. marmorata
commencent a avoir des altérations géniques et morphométriques. Bien que des premieres
données soient apportées par nos travaux, des études complémentaires sont bien sdr
nécessaires afin de déterminer les taux, non toxiques, a respecter pour les organismes
aquatiques situés a différents niveaux de la chaine trophique en Nouvelle-Calédonie, et ceci,
en conditions contrélées de laboratoire in vivo.

Les exploitations miniéres, malgré le poids et I'enjeu économique qu’elles représentent,
auront des conséquences désastreuses sanitaires et environnementales si rien n’est mis en
place pour encadrer et surveiller les concentrations en Ni dans I’environnement. Les effets
potentiels sur le systeme vasculaire pulmonaire humain et les anguilles sont résumés dans le

schéma de conclusion générale (figure 51).
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Partie 2 : Perspectives de recherches

Afin de poursuivre ce travail de These, et ainsi approfondir nos connaissances sur la
toxicité des NPs de NiO et autres métaux liés a I’activité miniére en Nouvelle-Calédonie, a la

fois pour I’'Homme et I’Environnement, plusieurs travaux in vitro et in vivo sont envisageables.

Dans un premier temps, en santé humaine, il serait intéressant d’évaluer les effets
indirects, sur les cellules HPAEC, des sécrétions épithéliales induites par les NPs de NiO au
niveau de I'épithélium respiratoire. L'appareil respiratoire, en particulier les cellules
épithéliales bronchiques, constitue la premiere cible des particules inhalées. Des études
expérimentales récentes ont mis en évidence que |'effet principal d’'une exposition aux
particules est une inflammation respiratoire caractérisée notamment par la sécrétion par les
cellules épithéliales respiratoires de médiateurs inflammatoires (cytokines, chimiokines). Le
sécrétome épithélial pourrait avoir un effet paracrine sur les CE vasculaires pulmonaires qui
pourrait contribuer a la toxicité vasculaire des NPs. Il a, en effet, été évoqué le role délétere
des médiateurs de lI'inflammation sécrétés par les cellules épithéliales bronchiques, sur le
systeme cardiovasculaire. Cependant, peu d’études mécanistiques visent a expliquer les
effets du sécrétome épithélial bronchique, issu de cellules épithéliales exposées aux NPs, sur
des cellules vasculaires pulmonaires. Dans ce contexte, il pourrait étre intéressant de mieux
caractériser les effets indirects du sécrétome produit par les cellules épithéliales bronchiques
exposées a des NPs de NiO, sur des HPAEC. Pour « mimer » ces effets indirects, des
expositions uniques et/ou répétées de NPs de NiO sur des cellules épithéliales bronchiques
(cellules NHBE, normal human bronchial epithelial cells, en interface air/liquide) pourraient
étre réalisées. Pour cela, les cellules épithéliales bronchiques peuvent étre exposées aux NPs
de NiQ, puis les milieux de cultures (milieu basal) récupérés et mis en contact avec les cellules
HPAEC (figures 52). Les effets indirects pourraient également étre étudiés en utilisant des co-
cultures des deux types cellulaires (cellules HPAEC et cellules épithéliales) (figure 53). Sur la
base des résultats déja obtenus dans ce travail de Thése, il serait important d’évaluer, dans
les cellules HPAEC, les effets délétéres du sécrétome épithélial sur le stress oxydant, la
réponse pro-inflammatoire, la signalisation calcique, la dysfonction mitochondriale et

I’apoptose.
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Figure 52 : Approche des milieux conditionnés. Intoxication des cellules épithéliales bronchiques. Exposition des cellules HPAEC aux

milieux de culture (contenant les sécrétions épithéliales ainsi que les facteurs solubles adsorbés a la surface des particules).

Figure 53 : Modele de co-culture cellules HPAEC — NHBE. Intoxication des cellules épithéliales bronchiques avec les NPs de

NiO en présence de cellules HPAEC

Afin de valider nos hypotheses observées in vitro sur les cellules HPAEC placées en conditions
pathologiques et de confirmer si les NPs de NiO peuvent aggraver les altérations
physiopathologiques observées dans I'HTP telles que I'hyperréactivité vasculaire,
I'inflammation et le remodelage des artéeres pulmonaires, il serait, également, intéressant
d’étudier I'impact de ces NPs, in vivo, chez le rat. De nombreux modeéles animaux d’HTP sont
développés, notamment les modeéles d’HTP induite par I’hypoxie chronique dans lesquels les
animaux sont placés en caisson hypobare pendant 3 semaines. Pour évaluer I'effet des NPs de
NiO, in vivo, des rats normaux ou souffrant d’"HTP seront exposés aux NPs de NiO en utilisant
un systeme d'exposition par inhalation qui permet la nébulisation des NPs. Il sera intéressant
d’évaluer chez les animaux sains ou souffrant d’'HTP les effets des NPs de NiO sur les
différentes altérations physiopathologiques observées dans I’'HTP, a savoir, I’hyperréactivité,

I'inflammation et le remodelage des artéres pulmonaires.
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L’'ensemble de ces travaux, in vitro, et, in vivo, permettraient une meilleure compréhension
des mécanismes cellulaires et moléculaires induits par les NPs de NiO au niveau des cellules
vasculaires pulmonaires, et d’évaluer si les altérations cellulaires induites par ces particules

peuvent conduire, in vivo, a des altérations physiopathologiques.

En écotoxicologie, aprés avoir élucidé certains effets et impacts des NPs de NiO et autres
métaux sur les anguilles, il serait intéressant, dans un premier temps, d’approfondir nos
connaissances sur les effets chez les anguilles mais également de s’intéresser a d’autres
maillons de la chaine trophique.

Nous avons pu observer une altération du métabolisme lipidique chez les anguilles vivant
dans des rivieres sous influence miniére, ainsi qu’une probable altération de la reproduction
au vu de la modification de I'expression de la vg. Afin de comprendre comment les anguilles
pourraient étre impactées a long terme il serait donc judicieux, dans un premier temps, de
regarder la capacité de stockage des lipides au cours de la phase de croissance, puis, d’étudier
les altérations potentielles de la reproduction au cours de la maturation artificielle des
gonades. Ces analyses nous permettraient de comprendre les processus hormonaux
impliqués dans la maturation sexuelle des femelles, et ainsi de mieux apprécier le lien entre
nos observations in vitro sur les HEPA-E1 et in situ sur les Anguilla marmorata. Afin de
regarder la capacité de stockage des lipides il pourrait aussi étre intéressant d’étudier
I'activité enzymatique des protéines cytosoliques impliquées dans la lipogeneése et la lipolyse.
Pour cela, nous pourrions alors réaliser des études sur des extraits cytosoliques de foie de
poissons témoins et exposés aux ETM. Des A. marmorata pourraient alors étre étudiées en
laboratoire dans deux conditions différentes, eau contaminée aux métaux ou non. Plusieurs
paramétres pourraient étre analysés a la fin de I'expérience tels que l'indice de Fulton, la
teneur en lipides dans le foie et dans les muscles, des analyses enzymatiques et génétiques
et le dosage des métaux. Les reins, les branchies, le tube digestif, la vésicule biliaire ou encore
les coeurs pourraient également étre prélevés. L'objectif de ces expérimentations seraient
d'apprécier le possible impact de I'exposition au Mn, Co, Cr et Ni sur la mise en réserve de
graisses par des anguilles jaunes. Dans un second temps, afin d’étudier I'impact d’une
contamination aux métaux sur la reproduction il serait possible de mimer artificiellement la
maturation des gonades par des traitements hormonaux a l'aide d'injections répétées
d'extraits hypophysaires de carpe (CPE, "Carp Pituitary Extract"), et ainsi suivre le protocole
développé par Pierron et al., 2007 a EPOC sur I'anguille européenne (figure 54). Le protocole

développé pour appréhender le possible impact des métaux sur la migration de reproduction
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de I'anguille se ferait en deux étapes avec une étape durant laquelle les anguilles argentées
femelles capturées au début de leur migration, seraient pré-exposées aux métaux. Puis, une
étape permettrait de mimer la nage et l'induction de la maturation sexuelle avec des
injections intra-péritonéales hebdomadaires de CPE dans une eau de mer naturelle
provenant d'un site non contaminé en métaux. A la fin des expérimentations, les anguilles
seraient alors toutes disséquées et les organes de la reproduction prélevés, ainsi que les foies,
afin de faire des analyses enzymatiques, histologiques, transcriptomiques et de dosage de

métaux pour mieux apprécier les impacts potentiels sur la reproduction des A. marmorata.

Cerveau
+
mGnRH Dopamine
+ —
| Hypophyse ’
LH FSH e
Injection
Sécrétion ? de CPE
: LH, FSH, GH, TSH,
+‘ PRL, ACTH ...
Gonade vitellys
E2T
+
Foie /]’
Vg
Légende :
mGnRH Gonadolibérine, forme mammalienne GH Hormone de croissance
LH Hormone lutéinisante TSH Thyréostimuline
FSH Hormone folliculostimulante PRL Prolactine
E> Oestradiol ACTH Hormone corticotrope

T Testostérone

Figure 54 : Schéma du processus mis en évidence lors de la maturation de I'anguille européenne femelle provoqués

artificiellement par des injections d’extraits de CPE, d’apres Pierron, 2007

Apreés avoir étudié les impacts des exploitations miniéres sur des poissons de fin de chaine

alimentaire, il pourrait étre intéressant d’étudier d’autres maillons de la chaine trophique. En
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effet, les anguilles se nourrissent par exemple d’Awaous guamensis, qui sont des poissons
d’eaux douces peu étudiés de nos jours et qui pourraient pourtant étre tout autant impactés
par la contamination des eaux aux métaux que les anguilles. Nous pourrions, alors, prélever
des Awaous guamensis dans les mémes conditions que les anguilles, c’est-a-dire sur les
mémes sites puis réaliser des analyses des métaux Ni, Cr, Co, Mn et Fe sur différentes matrices
biologiques afin de quantifier les ETM le long des réseaux trophiques dulgcaquicoles et
estuariens. Pour aller plus loin nous pourrions ensuite nous intéresser a d’autres maillons de
la chaine en étudiant des modeéles biologiques tels que les biofilms périphytiques, eux-mémes
consommés par des poissons brouteurs de biofilms comme les Awaous guamensis. Les
biofilms périphytiques représentent les premiers maillons trophiques des cours d’eau. Le
travail porterait alors sur différentes positions dans le réseau trophique d’eau douce. Ces
études viseraient a estimer les niveaux d’exposition des principaux maillons biologiques
présents au sein des hydrosystéemes dulgcaquicoles calédoniens, afin de caractériser les
processus de bioaccumulation, bioconcentration et dispersion des ETM le long de ces réseaux.
Sur chaque maillon de la chaine, des études morphométriques, histologiques,
transcriptomiques, mais également protéomiques et de dosage de métaux pourraient ainsi

étre réalisées afin de qualifier I’état de santé de I'écosysteme aquatique néo-calédonien.
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