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Les Lanthanides sont une famille de 15 éléments allant du lanthane (Z = 57) au lutétium
(Z = 71) (Holden et Coplen, 2004). Ces éléments présentent des propriétés physiques et
chimiques tres proches (Yoshida et al., 1997). Ils sont largement utilisés dans les technologies
modernes liées a I’industrie (He et al., 2009 ; Celik et al., 2015), la médecine (Cabella et al.,
2006), ou encore I’agriculture (Pang et al., 2002 ; Li et al., 2010). Au cours des dernieres
décennies, I’utilisation croissante des Lanthanides a contribué a d’importants rejets de ces
composés vers les écosystemes aquatiques (Weltje et al., 2002). 11 est généralement accepté que
les eaux de surface sont une voie importante de transport des Lanthanides et de distribution de
ces métaux vers les autres compartiments de 1’écosystéme et ainsi que vers les organismes qui
y vivent (Verplanck et al., 2010 ; Kulaksiz et Bau, 2011). En raison de ces contaminations
anthropiques, des concentrations anormalement élevées allant du ng au pug de Lanthanide par
litre ont été¢ détectées a I’échelle mondiale dans les écosystémes aquatiques (Bau et Dulski,
1996 ; Kulaksiz et Bau, 2013 ; Klaver et al., 2014 ; Hatje et al., 2016 ; Perrat et al., 2017 ;
Schmidt et al., 2019 ; ltoh et al., 2021). Jusqu’a présent, seuls les Pays-Bas ont établi des seuils
réglementaires pour le rejet de quelques Lanthanides (yttrium, lanthane, cérium, praséodyme,
néodyme, samarium, gadolinium, et dysprosium). Par exemple, dans les eaux de surface en
milieu continental, les concentrations maximales admissibles sont comprises entre 1,8 pg/L
pour le Nd et 22,1 pg/L pour le Ce, tandis qu’en milieu marin elles sont comprises entre 0,28

ug/L pour le Ce et 3,8 pg/L pour le Dy (Sneller et al., 2000).

Eclipsé par des considérations géopolitiques et économiques associées a 1’exploitation et
a I’utilisation des Lanthanides, le questionnement de I’impact toxique de ces métaux sur les
organismes aquatiques n’a réellement été pris en compte que récemment (Galuszka et
Migaszewski, 2014 ; McLellan et al., 2014). Actuellement, la littérature relatant de la toxicité
des Lanthanides est principalement ciblée sur les Lanthanides Légers, et les études traitant des
Lanthanides en mélanges sont peu nombreuses (Gonzalez et al., 2014 ; Herrmann et al., 2016 ;
Romero-Freire et al., 2019 ; Hanana et al., 2021). Bien que des effets indésirables des
Lanthanides aient ét¢ mis en évidence, il n’existe aucun consensus concernant leur toxicité

individuelle, leur toxicité en mélange, et leurs mécanismes d’action moléculaire.

Dans ce contexte, le programme « Ecotoxicology of Rare Earth Elements in Aquatic
Systems (ECOTREE) », soutenu par I’ Agence Nationale de la Recherche (ANR) en France et
par le Fonds National de la Recherche au Luxembourg vise a comprendre 1’écotoxicité des

Lanthanides en étudiant : 1) la dynamique des Lanthanides dans les écosystémes d’eau douce,
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2) le lien entre la spéciation et la biodisponibilité des Lanthanides, leur bioaccumulation et leur
toxicité sur les organismes aquatiques, 3) les effets toxiques & des niveaux inférieurs
d’organisation biologique (i.e., cellulaire et moléculaire) et s’ils sont pertinents pour évaluer le
risque des Lanthanides, et 4) le cycle de vie de ces éléments via une approche AOP (Adverse
Outcome Pathway) axee sur les effets indésirables mesurés. Dans le cadre du projet ANR
ECOTREE, les travaux de cette these avaient comme objectifs d’apporter des nouvelles

connaissances concernant la toxicité in vitro des Lanthanides et leurs mécanismes d’action.

La premiére partie de ce travail a consisté a évaluer la toxicité cellulaire des Lanthanides.
Pour cette recherche, 1’évaluation de la toxicité des Lanthanides a été réalisée en utilisant trois
lignées cellulaires de poissons, i.e., la lignée cellulaire fibroblastique de poisson zebre Danio
rerio ZF4 (ATCC®, CRL-2050™), la lignée cellulaire hépatique de poisson zébre Danio rerio
ZFL (ATCC®, CRL-2643™), et la lignée cellulaire branchiale RTgill-w1l (ATCC®, CRL-
2523™) issue de la truite arc-en-ciel Oncorhynchus mykiss. Tout d’abord, les effets toxiques
individuels des 14 Lanthanides ont été détermines sur les cellules ZF4. Ensuite, 3 éléments
communs a 1’ensemble du projet ANR ECOTREE, i.e., le néodyme (Nd*"), le gadolinium
(Gd®), et I"ytterbium (Yb3*) ont été testés individuellement et en mélanges sur les trois lignées
cellulaires. Ces 3 Lanthanides ont été retenus parce qu’ils présentent des concentrations
anormalement élevées dans les milieux aquatiques. L’intérét porté a ces éléments s’inscrit
également dans une démarche d’étude de I’écotoxicité des Lanthanides en sélectionnant un

Lanthanide Léger (néodyme), Intermédiaire (gadolinium), et Lourd (ytterbium).

La seconde partie de ce travail visait a identifier les mécanismes de détoxification
cellulaire des Lanthanides. Pour cela, les roles des glutathion-S-transférases (GST) et des
protéines membranaires de type multidrug resistance protein (MRP-like) ont été étudiés sur la
lignée cellulaire fibroblastique ZF4 de poisson zébre Danio rerio. Intervenant respectivement
en phase Il et 111 du cycle de detoxification cellulaire, ces acteurs de la détoxification cellulaire
participent activement au transport d’une multitude de molécules endogenes et exogenes, mais
aussi d’ions métalliques a travers la membrane cellulaire (Cole et al., 1992 ; Jedlitschky et al.,
1994 ; Keppler, 2011 ; Whitlock et Leslie, 2020). Notre recherche s’est articulée autour d’une
approche utilisant des inhibiteurs spécifiques, i.e., I’acide éthacrynique pour les GST et le
MK571 et le probénécide pour les protéines MRP-like. Les effets toxiques individuels du Nd**,
du Gd*, et de I’Yb®" ont été déterminés sur les cellules ZF4 en présence ou non de ces

inhibiteurs.
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La derniere partie de ce travail était plus exploratoire et a porté sur le développement de
cultures primaires de glandes digestives de Corbicula fluminea. Aprés avoir défini I’ensemble
des parametres permettant d’assurer une viabilité des cultures primaires pendant plusieurs jours,
leur sensibilité a été évaluée a I’aide du peroxyde d’hydrogéne (H202) qui a servi de témoin

positif. Les effets toxiques des 14 Lanthanides ont ensuite été évalués sur les cultures primaires.

Dans ce manuscrit de thése, nous commencerons par présenter les Lanthanides et leurs
effets toxiques a travers une analyse bibliographique. Nous développerons dans la partie
« Matériels et Méthodes » la description des modeles cellulaires utilisés, ainsi que les
différentes expérimentations qui ont permis d’évaluer la toxicité des Lanthanides et d’identifier
leurs mécanismes de détoxification cellulaire. Les résultats associés a ces expériences seront
décrits, en analysant : (i) les effets toxiques individuels et en mélanges des Lanthanides sur les
lignées cellulaires de poissons, (ii) I’'impact d’inhibiteurs de protéines MRP-like et des GST sur
des cellules ZF4 exposées aux Lanthanides, et (iii) les résultats du développement des cultures
primaires de glandes digestives de Corbicula fluminea et de leur utilisation pour évaluer la
toxicité des Lanthanides. L’ensemble des résultats obtenus fera 1’objet d’une discussion en les
confrontant aux données de la littérature, et nous conclurons en faisant un bilan du danger que

représentent les Lanthanides pour les organismes aquatiques.
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Chap. I - Généralités sur les Lanthanides

1. Découverte et nomenclature des Lanthanides

Les Lanthanides ont été décrits pour la premiére fois en 1787 par le chimiste suédois Carl
Axel Arrhenius, a partir d’un échantillon de roche noir extrait d’une carriere (Ytterby, Suéde).
Ce n’est que quelques années plus tard, en 1803, que le cérium fut le premier ¢lément a étre
isolé et identifié, avant la découverte successive des autres éléments pendant la fin du XV111™
jusqu’au XX siécle (Fernandez, 2017) (Figure 1).
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Figure 1. Echelle de temps relatant de la découverte des Lanthanides entre le XVI11°™ et le XX siécle (Charles
etal., 2021).

Des années plus tard, en 1930, ces éléments ont été regroupés sous I’appellation de
Lanthanides. Cette famille est composée de 15 éléments métalliques allant du lanthane (Z = 57)

au lutétium (Z = 71), et compose avec I’yttrium (Z = 39) et le scandium (Z = 21) le groupe des
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Eléments Terres-Rares (Figure 2). Parmi eux, le prométhium est le seul élément radioactif, il

n’est pas trouvé naturellement dans la croite terrestre (Jaireth et al., 2014 ; Liang et al., 2014).

Groupes
1 18
Non meétalliques Métalloides
1 Métaux alcalins Halogénes
2 Métaux alcalio-terreux Gaz nobles 13 4 15 16 7
2 Métaux de transition Lanthanides
Autres métaux Actinides
3
— Bl 5 6 7 8 9 10 " 12
|2
4 Sc
R
| 39
s [ ¥
L2
57
6 La
1w
7
‘ 58 59 o0 () 62 63 o4 o5 o6 o7 o8 o9 70 n
6f C¢ Pr Nd Pm Sm Eu Gd Tb Dy Ho E Tm Yb Lu
} s 109 teel Den 1504 " "wa 1589 182% tean wWra Ay m s

Figure 2. Classification périodique de Mendeleiev présentant les Eléments Terres-Rares qui regroupent les
Lanthanides, I’yttrium, et le scandium.

(Site internet : http://www.rareelementresources.com/rare-earth-elements#.X-H8alVKiUk)

2. Abondance, gisement, et répartition des Lanthanides

D’un point de vue géologique, les Lanthanides sont abondamment présents dans la crofite
terrestre, bien qu’ils soient dispersés a sa surface (Kim et al., 2018). Leur abondance naturelle
est au moins equivalente a celles du cuivre (55 ppm) ou du zinc (70 ppm), et bien moins rare
que d’autres métaux comme [’argent (0,075 ppm) ou I’or (0,004 ppm) (Keith et al., 2010 ;
Haque et al., 2014 ; Van Gosen et al., 2014). D’apres la littérature, il est montré que les données
d’abondance des Lanthanides varient en fonction des gisements recensés par les exploitants.
Au regard des données, il est a souligner que le lanthane, le cérium, et le néodyme sont les

Lanthanides les plus abondamment présents dans la cro(te terrestre.
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Tableau 1. Abondance naturelle des Lanthanides dans la crotite terrestre d’aprés Bonnet (2006), Keith et al.
(2010), et Haque et al. (2014). Les données d’abondance sont exprimées en partie par million (ppm). ND : données

non disponibles.

Lanthanide Bonnet, 2006 Keith et al., 2010 Haque et al., 2014
Lanthane 18,0 ppm 19,3 ppm 32 ppm
Cérium 46,0 ppm 39,2 ppm 68 ppm
Praséodyme 6,0 ppm 3,8 ppm 9,5 ppm
Néodyme 24,0 ppm 15,5 ppm 38 ppm
Prométhium 0,0 ppm ND ND
Samarium 6,5 ppm 2,8 ppm 7,9 ppm
Europium 1,0 ppm 0,6 ppm 2,1 ppm
Gadolinium 6,5 ppm 1,7 ppm 7,7 ppm
Terbium 1,0 ppm 0,3 ppm 1,1 ppm
Dysprosium 4,5 ppm 1,7 ppm 6 ppm
Holmium 1,0 ppm 0,4 ppm 1,4 ppm
Erbium 2,5 ppm 1,3 ppm 3,8 ppm
Thulium 0,1 ppm 0,2 ppm 0,48 ppm
Ytterbium 2,5 ppm 0,9 ppm 3,3 ppm
Lutétium 0,9 ppm 12,3 ppm ND

Dans la crodte terrestre, les Lanthanides sont retrouvés dans les cristaux de minéraux des
roches géologiques constituant les gisements primaires et secondaires (Zhou et al., 2017 ;
Balaram, 2019 ; Bhushan et Somani, 2019). Les gisements primaires sont formés lors des
processus magmatiques et hydrothermaux. Ils sont composés de carbonatites (Streckeisen,
1980 ; Van Wambeke, 1995 ; Castor, 2008), de complexes alcalins (Richardson et Birkett,
1996 ; Orris et Gauch, 2002), de veines métasomatiques (Jackson et Christiansen, 1993 ;
Zharikov et al., 2008), ou de complexes d’oxydes de fer-cuivre-or (IOCG) (Williams et al.,
2005). Les gisements secondaires (placers) sont formés lors des processus d’alluvionnement ou
par 1’érosion naturelle de la roche (Sengupta et Van Gosen, 2016). Bien que plus de 250
minéraux soient recensés dans ces gisements, la bastnasite, la monazite, et le xénotime sont les
minéraux les plus exploités (Balaram, 2019). lls présentent une meilleure facilité de
dissociation et un fort intérét commercial li€ a leur taux €levé d’enrichissement en Lanthanides

(Castor et Hedrick, 2006 ; Clamadieu et Butstraen, 2010 ; Chakhmouradia et Wall, 2012 ;

11



Synthése bibliographique

Dushyantha et al., 2020). La bastnasite est un fluorocarbonate [(Ce, La) (CO3) F] qui est
composé de 70 a 74 % d’oxydes de lanthane et de cérium (Keith et al., 2010). La monazite est
un orthophosphate [(Ce, La, Nd, Th) (PO4)] composé de 35 a 71 % d’oxydes de lanthane, de
cérium, de néodyme, et de thorium (Keith et al., 2010). Le xénotime est un autre orthophosphate
[YPOs] qui est constitué de 52 a 67 % d’oxyde d’yttrium (Keith et al., 2010). Depuis les années
1970, les argiles ioniques appelées également argiles latéritiques d’adsorption ionique
constituent une autre source importante de Lanthanides (Bao et Zhao, 2008). Extraits
principalement des mines chinoises et américaines, les 3 minéraux et les argiles représentent
pres de 95 % des ressources en Lanthanides (Gupta et Krishnamurthy, 2005 ; Peir6 et Méndez,
2013 ; VoRenkaul et al., 2013 ; Weng et al., 2013 ; Jia et Liu, 2020). En 2010, I’United States
Geological Survey (USGS) a estimé la réserve mondiale des gisements de Lanthanides a pres
de 110 millions de tonnes. Celle-ci a augmenté pour atteindre 140 millions de tonnes en 2015,
puis 160 millions de tonnes en 2019. L’augmentation des réserves est liée a la découverte
successive de nouveaux gisements dans les fonds marins au Sud du Japon, en Afrique du Sud,
en Namibie, au Kenya, en Tanzanie, au Malawi, au Kazakhstan, et au Sud du Groenland
(Bortolini, 2019 ; Tuduri et al., 2020). Parmi ces gisements, la Chine a découvert en 2013 au
large de I’1le de Minamitori le plus grand gisement de Lanthanides connu a ce jour (2 500 km?,
16 millions de tonnes). D’aprés les géologues japonais, ce gisement pourrait répondre a la
demande mondiale en Lanthanides pendant au moins 400 a 800 ans (lijima et al., 2016 ; Takaya
et al., 2018 ; Tanaka et al., 2020). Actuellement, prés de la moitié des réserves mondiales est

détenue exclusivement par la Chine (Roskill et al., 2015) (Figure 3).

Répartition des ressources
hypothése basse 2015

(sources mixées SNL, TMR, Roskill, 2015)

Afrique du Sud __ Tanzanie Malawi ., adage
1,1% 0,8% 0,4% 0,4%

Australie

3
Etats-Unis

Réserve mondiale :
140 millions de tonnes

17%

Figure 3. Répartition des ressources en Lanthanides entre les différents pays du monde (Roskill et al., 2015).
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3. Production des Lanthanides

3.1. Extraction et enrichissement des Lanthanides

En fonction de la typologie des gisements, deux méthodes sont employées pour extraire
les minéraux (Khan et al., 2017). La premiére méthode, le minage a ciel ouvert ou souterrain
consiste a dynamiter la roche pour extraire la bastnasite (Jackson et Christiansen, 1993). La
deuxieme méthode, le minage in situ est assuré par des procédés de lixiviation pour des
gisements sédimentaires non consolidés (i.e., des placers constitués de sables et de boues)
contenant de la monazite, du xénotime, et des argiles ioniques (Kanazawa et Kamitani, 2006).
Aprés un broyage des minéraux, une poudre sableuse est obtenue, réduisant ainsi les
associations minérales (étape 1, Figure 4). La poudre est raffinée par « cracking » pour obtenir
une fraction enrichie de Lanthanides et une fraction résiduelle. Ces fractions sont ensuite
séparées par différentes méthodes physiques employant la gravité, le magnétisme,
I’électrostatique, ou la flottation (Chi et al., 2001 ; Jordens et al., 2013) (étape 2, Figure 4).
Dans la fraction enrichie, les Lanthanides sont séparés des autres éléments par différentes
méthodes de lixiviation a I’aide d’un acide fort sulfurique, chlorhydrique, ou nitrique pour la
bastnésite et le xénotime, et par un agent alcalin, I’hydroxyde de sodium (NaOH), pour la

monazite (étape 3, Figure 4).

3.2. Individualisation et raffinage des Lanthanides

Les Lanthanides concentrés sont ensuite individualisés (étape 4, Figure 4). La
cristallisation (Gupta et Krishnamurty, 2005), I’échange d’ions (Jamrack, 1963 ; Xie et al.,
2014), et I’extraction a 1’aide de solvant (Gupta et Krishnamurty, 2005 ; Peiravi et al., 2017)
sont les méthodes de séparation les plus fréquemment employées. Apres 1’individualisation, les
Lanthanides sont filtrés et passés dans un four pour obtenir des poudres raffinées (étape 5,
Figure 4). Dans une derniére étape, les poudres sont purifiées par une électrolyse de sel fondu

ou par une fusion sous vide a 1 500 °C (Xiaowei et al., 2016) (étape 6, Figure 4).
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Bastniisite Monazite et Xénotime Argile ionique

l l l 0.1 212 % d’oxydes de Lanthanides
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2. « Cracking » des minéraux

Séparation 1 | Séparation 2 | Séparation 3 |

Chlorides de Lanthanides Nitrates de Lanthanides Oxydes de Lanthanides
Fluorides de Lanthanides

L d L d L d

| 3. Séparation des Lanthanides par lixiviation |

Chlorides, oxyvdes, fluorides, et nitrates de Lanthanides

¥

| 4. Individualisation des Lanthanides |

47 2 68 % d’oxydes de Lanthanides

| 5. Raffinage des Lanthanides |

80 2 99 % d’oxydes de Lanthanides
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Figure 4. Organigramme simplifié des étapes nécessaires a la purification des Lanthanides (Peir6 et Méndez,
2013).

4. Chimie des Lanthanides

Les Lanthanides possedent une structure électronique de type [Xe]5d"6s"4f"" avec n*
électrons, allant de 0 pour le lanthane a 14 pour le lutétium, remplissant la couche 4f. Le
remplissage de cette couche s’accompagne d’une diminution faible mais progressive du
rayonnement atomique, octroyant ainsi aux Lanthanides des propriétés chimiques proches
(Cotton, 2006 ; Clamadieu et Butstraen, 2010). Dans des conditions naturelles, la chimie des
Lanthanides est caractérisée par une dominance stable du degré d’oxydation +III (forme ionique
trivalente libre). Pour des conditions physico-chimiques non-naturelles, ils peuvent presenter
des états d’oxydo-réductions différents, en gagnant un proton (forme tétrade, +IV ; La, Ce, Pr,
Th, et Dy) ou en libérant un proton (forme divalente, +I1 ; Pr, Sm, Eu, Tm, et Yb) (Leybourne
et al., 2000). Ces conditions sont influencées par la température (Morris et Haskin, 1974), la
pression exercee par un liquide (Ryerson et Hess, 1980), et la pression partielle en dioxygene

(PO2) (Philpotts, 1970). Basé sur la configuration électronique et la masse atomique, les
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Lanthanides sont classeés communément en deux groupes opposant les Lanthanides Légers (La
- Eu) et Lourds (Gd — Lu). Un troisiéme groupe peut étre recensé, les Lanthanides
Intermédiaires (Sm — Tb), réduisant les ensembles des Lanthanides Légers (La — Nd) et Lourds
(Dy — Lu) (Chakhmouradian et Wall, 2012 ; Weng et al., 2013) (Figure 5).

1¢re classification des 2&me classification des
groupes de Lanthanides groupes de Lanthanides

Lanthane —}——

Cérium —

Praséodyme —* 1. Léger

Néodyme

1. Léger +—
Samarium

Europium

L Gadolinium

Terbium

Dysprosium —

2. Lourd +— Holmium

Erbium *» 3. Lourd

Thulium

Ytterbium

—  Lutétium

Figure 5. Classification des Lanthanides d’aprés la littérature (Chakhmouradian et Wall, 2012 ; Weng et al., 2013).

5. Utilisation des Lanthanides

Les Lanthanides sont des métaux présentant des propriétés magnétiques, électroniques,
optiques, et catalytiques (Golev et al., 2014). En raison de ces propriétés, ils sont utilisés dans
différents secteurs comme la défense et 1’aéronautique, I’agriculture, les eénergies
renouvelables, I’industrie automobile, le domaine médical, 1’¢électronique, et les hautes-
technologies (Balaram, 2019). Prés de 60 % de la production annuelle en Lanthanides est

employée pour concevoir des aimants (18 %), des catalyseurs (10,8 %), des luminophores (1,8
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%), des alliages métalliques (10,8 %), dans le polissage et le verre (12 %), dans la céramique
(3 %), et la défense (3,6 %) (Figure 6). La part annuelle restante (40 %) est consacrée a la

recherche et au développement des nouvelles applications (Kingsnorth, 2018 ; Mancheri et al.,

2019).
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Figure 6. Utilisation et fonction des Lanthanides dans les différents secteurs industriels. Adapté de Haque et al.

(2014) et du National Energy Technology Laboratory (2017).
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6. Evolution de la demande mondiale en Lanthanides

Depuis les années 1960, la demande mondiale en Lanthanides a connu une croissance
exponentielle. En 1960, la production était de 20 000 tonnes, puis elle a évolué pour atteindre
66 000 tonnes en 1997, 125 000 tonnes en 2008, et 170 000 tonnes en 2020 (Zhou et al., 2017 ;
Goodenough et al., 2018 ; Dushyantha et al., 2020). Cette croissance est liée a la prise de
pouvoir de la Chine sur le marché des Lanthanides. Actuellement, elle détient 47 % des réserves
mondiales et assure 90 % de la production totale (Mancheri et al., 2019). Cette emprise chinoise
est parfaitement illustrée par la « crise des Lanthanides » qui a eu lieu entre 2010 et 2013
(Figure 7). En 2010, la Chine a contribue a la flambée mondiale du prix des Lanthanides en
réduisant ses exportations a 30 000 tonnes par an (Hurst, 2010). Cependant, les compagnies
privatives chinoises voyant une opportunité économique intéressante ont continué a produire et
a exporter illégalement des Lanthanides (Nd, Ce, Eu, Th, et Dy). Cette production a été
effectuée au détriment de la santé humaine, de 1’impact environnemental, et des restrictions
gouvernementales pour pallier la demande mondiale (Nguyen et Imholte, 2016). Plus tard en
2013, la Chine a favorisé la baisse du prix des Lanthanides sur le marché en supprimant ses
quotas d’exportation. Cette action a provoqué une hausse de la demande mondiale en
Lanthanides par les pays acheteurs, laquelle a été assurée par les réserves légales et illégales
chinoises (Chen et al., 2018 ; Mancheri et al., 2019). Bien que les hautes instances
gouvernementales de 1’Organisation Mondiale du Commerce (OMC) aient imposé de nouvelles
restrictions vis-a-vis de la production et de I’exportation des Lanthanides, Wang et al. (2020)

ont prédit d’ici 2118 une production chinoise record, atteignant au moins 400 000 tonnes.
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Figure 7. Evolution de la production mondiale des oxydes de Lanthanides (Charles et al., 2021).
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7. Recyclage des Lanthanides

Pour éviter une explosion des colts de production liée a la demande croissante en

Lanthanides, le recyclage de ces éléments est depuis peu une activité en pleine expansion pour

le maintien de la balance économique (Binnemans et Jones, 2015). Les Lanthanides peuvent

étre recyclés selon trois méthodes : (i) le recyclage direct des résidus de fabrication, (ii)

I’extraction urbaine des produits en fin de vie, et (iii) le recyclage des déchets industriels et

liquides (Li et al.,, 2017). Au moyen de ces procédés, les Lanthanides sont recyclés

principalement & partir des aimants magnétiques, des batteries électriques et hybrides

rechargeables, des lampes fluorescentes, et des catalyseurs. Cependant, le recyclage des

Lanthanides dans ces produits en fin de vie reste faible et ne représente que moins de 1 %, en

raison de leur complexité a étre séparés individuellement (Brunner, 2011 ; Meyer et Bras,
2011 ; Schirler et al., 2011 ; Anderson et al., 2012 ; Tanaka et al., 2013 ; Li et Yang, 2016 ;
Jowitt et al., 2018 ; Omodara et al., 2019 ; Bailey et al., 2020) (Tableau 2).

Tableau 2. Présentation des différentes méthodes de recyclage des Lanthanides.

Source Lanthanide Méthode de recyclage Référence
Procédés industrielset  Laet Ce Hydrométallurgie (lixiviation, extraction au solvant, Reed etal., 2016
résidus précipitation sélective) ; lixiviation microbienne Wang etal., 2017
(biolixiviation)
Autres procédés Matériel Pyrométallurgie (grillage, calcination) ; hydrométallurgie  Wilfong et al., 2017
industriels et résidus source (lixiviation, extraction au solvant, précipitation LoOpez etal., 2018
sélective) ; séparation physique et lixiviation microbienne
(biolixiviation)
Produits en fin de vie La, Ce, ThetY Pyrométallurgie (grillage, calcination) ; hydrométallurgie Binnemans et al., 2013
(lixiviation, extraction au solvant, précipitation sélective) Wu et al., 2014
; extraction en phase gazeuse Van Loy et al., 2017
Magnétique Nd, Dy Hydrométallurgie (lixiviation, extraction au solvant, Binnemans etal., 2013
précipitation sélective) Bogart et al., 2015, 2016
Batterie La, Ce, Pr et Voies de récupération hydrométallurgique et Binnemansetal., 2013
Nd pyrométallurgique Rombach et al., 2014

Sommer et al., 2015

18



Synthése bibliographique

Actuellement, des programmes internationaux comme le COST (European Cooperation
in Science and Technology, action ES1407) ou le Recup’TR (Institut Néel, CNRS, Institut
Carnot Energies du Futur) proposent des idées novatrices pour le recyclage des Lanthanides
(Girtan et al., 2021). Les colts engendrés par les procédés de recyclage restent conséquents,
consomment une quantit¢ importante d’énergie et de substances chimiques (acide
hydrochlorique, nitrique, ou sulfurique), et produisent des sous-produits toxiques (gaz chloré,
chlorure d’aluminium) (Binnemans et al., 2013 ; Cao et al., 2021). D’autres alternatives plus
respectueuses de I’environnement, moins coliteuses en énergie, et permettant un meilleur taux
de récupération des Lanthanides dans les produits en fin de vie sont en cours de développement
(Zhuang et al., 2015). Bogart et al. (2015, 2016) ont développé un composé organique qui forme
des agrégats dimériques en se liant aux Lanthanides Légers, et des composés non-agglutinants
en présence des Lanthanides Lourds. L’utilisation d’un tel composé organique faciliterait, par
consequent, la séparation des Lanthanides par un processus de filtration. Pour le recyclage des
Lanthanides, il est également possible d’utiliser des processus biologiques de lixiviation
(Brierley et Brierley, 2013). En produisant des acides organiques (par exemple l’acide
gluconique), des microorganismes tels que des espéces bactériennes ou fongiques aideraient
ainsi a dégrader ces métaux. A titre informatif, Reed et al. (2016) ont reporté un taux de
récupération de 49 % de la quantité totale de Lanthanides dans les catalyseurs de craquage
catalytique liquide, et de 2 % dans les lampes fluorescentes au moyen de la bactérie

Gluconobacter oxydans.

En conclusion de ce chapitre, les Lanthanides sont une famille de 15 éléments métalliques
allant du lanthane au lutétium qui ont été découverts successivement entre la fin du XVI11°™ et
la moitié du XX®™ siécle. lls sont abondamment présents dans la crodte terrestre avec une
réserve mondiale de gisements de Lanthanides estimée a 160 millions de tonnes en 2019. En
raison de leurs propriétés magnétiques, électroniques, optiques, et catalytiques, les Lanthanides
sont utilises dans différents secteurs d’activités comme la défense et 1’aéronautique,
I’agriculture, les énergies renouvelables, l’industrie automobile, le domaine médical,
I’électronique, et les hautes-technologies. Depuis 30 ans, la demande mondiale et 1’utilisation
de ces éléments se sont considérablement accrues avec une prise de pouvoir du marché
économique par la Chine. Dans le cadre d’une stratégie de développement durable et pour
limiter les colts de production, le recyclage des Lanthanides est devenu actuellement une
activité en plein développement.
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Chap. II - Voies et processus de transfert des Lanthanides vers les

écosystémes aquatiques

En I’état actuel des connaissances, les Lanthanides ne sont pas considérés par les autorités
sanitaires comme des éléments toxiques. Pour cette raison, aucun seuil réglementaire n’a été
établi concernant le rejet de ces éléments dans les écosystemes aquatiques, excepté aux Pays-
Bas pour quelques-uns d’entre eux (yttrium, lanthane, cérium, praséodyme, néodyme,
samarium, gadolinium, et dysprosium) (Sneller et al., 2000). Pour éviter des codts
supplémentaires liés aux traitements des déchets, ils sont ainsi a I’heure actuelle toujours
déversés dans les eaux de surface (Weltje et al., 2002). Ces rejets contribuent a la présence de
concentrations anormalement élevées de Lanthanides allant du ng au pg/L, lesquelles ont été
détectées mondialement dans le compartiment aquatique (Bau et Dulski, 1996 ; Kulaksiz et
Bau, 2013 ; Klaver et al., 2014 ; Liang et al., 2014 ; Hatje et al., 2016 ; Perrat et al., 2017 ;
Schmidt et al., 2019 ; Itoh et al., 2021).

1. Sources de contamination des écosystéemes aquatiques par les Lanthanides

1.1. Activités miniéres

L’exploitation miniere intensive au moyen de 1’abattage, du forage, et du dynamitage a
contribu¢ a libérer dans I’atmosphere et dans les plans d’eau environnant de la poussicre de
Lanthanides (Barakos et al., 2015 ; Balaram, 2019). D’aprés Tang et al. (2016), I’extraction
d’une tonne de Lanthanides en 2014 provenant des sites miniers de la ville de Ganzhou et de la
province de Jiangxi (Sud de la Chine) a entrainé la destruction de 200 m? de végétation, 300 m?
de décapage de sol, 2 000 m® de résidus miniers, et 12 millions de m® de sol érodé. Par
conséquent, des concentrations de Lanthanides pouvant atteindre le mg/L ont été détectées dans
les eaux de surface des rivieres et des affluents a proximité des mines des villes de Bayan Obo
(He et al., 2004), de Dingnan, de Ganzhou, et de la province de Jiangxi (Liu et al., 2018). Ces
concentrations étaient 10 a 1 000 fois plus élevées par rapport aux concentrations géogéniques
des Lanthanides variant de quelques ng/L a 1 pg/L (Elderfield et al., 1990 ; Sultan et Shazili,
2009 ; Marsac et al., 2011 ; Schmidt et al., 2019), et aux concentrations de Lanthanides
mesurées dans les eaux de surface (155 ng/L a 5 pug/L) au Nord de la Chine (Zhou et al., 2012 ;
Liang et al., 2014), et dans les réservoirs de Liheng et de Bankeng (Liu et al., 2018), qui
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n’étaient pas impactés par les activités minicres. Pour les eaux souterraines, les concentrations
totales de Lanthanides s’étendent de 30 ng/L depuis ’amont jusqu’a 13 pug/L en aval des sites
miniers a proximité de la province de Jiangxi (Hao et al., 2016) et de la ville de Baotou en Chine
(Tang et al., 2020).

1.2. Rejets hospitaliers

Les rejets hospitaliers sont une autre source importante de contamination des écosystemes
aquatiques par les Lanthanides, et quasi-exclusivement par le gadolinium. Leur implication a
été mise en évidence pour la premiére fois par Bau et Dulski (1996), qui ont déterminé la part
anthropique des éléments apportée dans le compartiment aquatique par les activités humaines.
Pour cela, ils ont échantillonné différentes zones de quelques rivieres et affluents en Allemagne,
en Suéde, au Japon, les eaux souterraines de Berlin-Steglitz, les eaux marines de Koljofjord, et
les eaux usagées des effluents de Ruhleben. L’analyse par spectrophotométrie de masse a
plasma par couplage inductif (ICP-MS) a montré a plusieurs endroits (rivieres de Wupper,
Havel, Spree, Dhiinn-LC, eaux souterraines de Berlin-Steglitz, effluents de Ruhleben) une
présence anormalement ¢élevée de gadolinium. L’origine de la contamination en gadolinium
provenait des effluents urbains, et elle pouvait étre directement reliée aux rejets urinaires des
patients ayant subi un examen IRM avec injection d’agents de contraste gadolinés (Kimmerer
et Helmers, 2002). Suivant les lieux échantillonnés, les concentrations de gadolinium mesurées
s’étendent de 0,023 ng/L a 3,31 ug/L dans les lacs et les riviéres (Tricca et al., 1999 ; Nozaki
et al., 2000 ; Elbaz-Poulichet et al., 2002 ; Modller et al., 2002, 2003 ; Zhu et al., 2004, 2005 ;
Knappe et al., 2005 ; Rabiet et al., 2005, 2009 ; Verplanck et al., 2005 ; Kulaksiz et Bau, 2011 ;
Merschel et al., 2015 ; Perrat et al., 2017 ; Amorim et al., 2019), 0,19 ng/L a 228 ng/L dans les
eaux cotiéres et les estuaires (Elbaz-Poulichet et al., 2002 ; Zhu et al., 2004, 2005 ; Lawrence,
2010), 37 ng/L a 130 pg/L dans les eaux souterraines (Moller et al., 2002, 2003 ; Knappe et al.,
2005 ; Rabiet et al., 2009, Schmidt et al., 2019), et de 0,18 ng/L a 18 ng/L dans les eaux du
robinet (Bau et Dulski, 1996 ; Kulasiz et Bau, 2007 ; Tepe et al., 2014). Cette présence accrue
de gadolinium a été recensée majoritairement dans 1’hémisphére Nord et depuis 7 ans dans
I’hémisphére Sud, au Brésil dans le lac de Paranoa avec des concentrations anormales
comprises entre 6,49 ng/L et 50,63 ng/L de I’amont vers 1’aval des stations d’épuration des eaux
usees (Merschel et Bau, 2015). Au regard de la littérature, la contamination du compartiment
aquatique par les agents de contraste apparait systématiquement a proximité des bassins de

populations humaines denses (Klaver et al., 2014). Par ailleurs, on peut noter que le gadolinium
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sous forme d’agent de contraste cyclique persiste longuement dans les écosystémes aquatiques
sous cette forme, puisque ce Lanthanide reste fixé sur son ligand d’origine (Bau et Dulski,

1996).

1.3. Rejets industriels

Démontrés pour la premiere fois par Kulaksiz et Bau (2011), les rejets industriels
constituent la source majeure de contamination des ecosystemes aquatiques par les
Lanthanides. De janvier a octobre 2009, ces auteurs ont échantillonné la riviére du Rhin a partir
du Sud du lac de Constance (km 0) jusqu’a I’aval de Worms en Allemagne (km 449). L’analyse
par ICP-MS a montré une concentration totale des Lanthanides dans la fraction dissoute allant
de 27 ng/L en direction de Strasbourg (km 35) jusqu’a 396 ng/L vers le Mainz (km 449). Ces
résultats ont souligné une présence anormale et élevée en lanthane qui contribuait jusqu’a 98 %
de la concentration totale des Lanthanides mesurée sur le site de Worms (km 448). Aprés un
nouvel échantillonnage dans un rayon de 4 km autour du site de Worms, ’origine de la
contamination provenait des effluents d’une usine de craquage catalytique en lit fluidisé (FCC),
avec une concentration maximale de lanthane de 49 mg/L dans [Deffluent rejeté.
Comparativement, en amont de cette usine de Worms, la concentration de lanthane mesurée
dans le cours d’eau de Mannheim était de 1,91 ng/L. Deux ans plus tard, ces mémes auteurs ont
rapporté la premiere contamination des écosystemes aquatiques par le samarium (Kulaksiz et
Bau, 2013), avec une concentration anormalement elevée de cet élément (7,3 ng/L) en direction
de Leverkusen, par rapport a sa concentration géogénique qui est de 1,1 ng/L. Les auteurs ont
montré que la concentration en samarium augmentait jusqu’a atteindre un maximum de 13,1
png/L a proximité des effluents d’une usine de Worms produisant des aimants. Hissler et al.
(2015) ont mesuré des concentrations anormales de cérium dans les effluents urbains qui sont
déversés dans le bassin Alzette. Ces enrichissements contribuaient a hauteur de 86 % de la
concentration totale des Lanthanides mesurée dans les effluents industriels et de 43 % dans le
bassin. Les auteurs ont identifié la source de contamination qui provenait d’une usine de
fabrication d’aimants, utilisant les nanoparticules de cérium pour ses propriétés
photocatalytiques (Xu et Qu, 2014). Entre la période 2011 a 2013, Hissler et al. (2016) ont
effectué d’autres prélévements a la source du bassin Alzette, au niveau de ses affluents, dans
les effluents de STEP, et a la sortie du bassin inférieur en inondation hivernale (hauts et bas

débits). Les auteurs ont montré un enrichissement Iéger en néodyme dans la fraction
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particulaire. Cet enrichissement provenait des effluents du bassin qui recevaient les eaux

usagées des activités sidérurgiques passées de la région.

2. Processus de transfert des Lanthanides : notion de biodisponibilité et de spéciation

Dans le cadre d’une évaluation du risque environnemental, la biodisponibilité et la
spéciation sont des concepts importants pour comprendre le comportement et le devenir des
composés (Fairbrother et al., 2007 ; Magalhdes et al., 2015). La biodisponibilité est un
phénomeéne dynamique qui inclue le transfert du polluant, et plus précisément son entrée et son
absorption par un organisme. Celle-ci est déterminée par les propriétés physico-chimiques du
polluant, la biologie / physiologie de 1’organisme, et les facteurs environnementaux (Adriano,
2001). La spéciation, quant a elle, correspond a 1’ensemble de toutes les formes physico-
chimiques d’un élément, formant la concentration totale de I’élément dans un milieu donné. La
formation de ces formes physico-chimiques est dépendante des caractéristiques des milieux
(Florence et al., 1992). Depuis 30 ans, 1’étude de la biodisponibilité et de la spéciation des
Lanthanides a connu un intérét grandissant. Compte tenu de leurs caractéristiques physico-
chimiques et de leur affinité pour des ligands, ils peuvent persister durablement ou étre plus
mobiles dans les écosystémes aquatiques (Byrne et Li, 1995 ; Byrne et Sholkovitz, 1996 ; Luo
et Byrne, 2004 ; Davranche et al., 2004, 2005, 2008, 2017 ; Aharchaou et al., 2020).

2.1. Processus de complexation et de précipitation des Lanthanides

Dans la fraction dissoute, les Lanthanides précipitent sous forme de carbonates et de
phosphates (Khan et al., 2017 ; Gwenzi et al., 2018) (Figure 8). Néanmoins, ils peuvent aussi
se complexer a des ligands inorganiques (fer, chlore, sulfate) ou organiques (monomere et
polymere), ainsi qu’a des hydroxydes (Wood, 1990 ; Sneller et al., 2000 ; Ng et al., 2014). Dans
la fraction particulaire, ils précipitent en présence des nitrates et des phosphates (Wells et Wells,
2001). Dans cette fraction, ils peuvent étre assimilés par le biote selon deux voies possibles :
sous la forme d’ion trivalent libre bien que la part biodisponible soit faible, et sous forme
complexée a de la matiere organique (plancton, débris des organismes) ou inorganique (argile)
(Tan et al., 2017).
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Figure 8. Conceptualisation des processus de précipitation et de complexation des Lanthanides a différents

composés dans la fraction dissoute et particulaire (Adapté de Buffle et al., 1988 ; Urien, 2015).

2.2. Parametres physico-chimiques environnementaux influencant le transfert des

Lanthanides

Le transfert des Lanthanides peut dépendre des conditions physico-chimiques du milieu
comme la salinité, le pH, la température, et les variations saisonnieres impactant la montée ou
la baisse du niveau des eaux (Liang et al., 2005 ; Ashraf et al., 2012). Khan et al. (2017) ont
mentionné que la part biodisponible des Lanthanides pouvait varier de 10 a 30 % entre les eaux
douces et marines. Des précipités de Lanthanides sous forme de carbonates sont produits en
milieu salin, tandis que des complexes humiques sont créés en milieu saumatre. Dans les eaux
acides (pH < 6), les Lanthanides Légers sont préférentiellement enrichis en raison d’une forte
affinité avec les substances humiques et les sulfates (Tang et Johannesson, 2003 ; Pourret et al.,
2007). A I’inverse, les Lanthanides Lourds sont concentrés dans les eaux neutres (6 < pH < 7)
et basiques (pH > 7), dont la biodisponibilite est contrdlee par les carbonates (Luo et Byrne,
2004). Peu de travaux ont relaté de I’'importance de la température sur la biodisponibilité des

Lanthanides. D’apres la littérature, il est indiqué qu’en augmentant la température, la
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mobilisation des éléments augmente avec le numéro atomique des Lanthanides (Choppin et
Strazik, 1965 ; Walker et Choppin, 1967 ; Lee et Byrne, 1992). Hissler et al. (2015) ont
mentionné un impact des périodes saisonnieres sur la dynamique de transport des Lanthanides.
Pour des hauts débits hivernaux, des enrichissements en lanthane, en gadolinium, et en cérium
ont été trouvés dans la fraction dissoute (35 %) et particulaire (25 %) des eaux superficielles du
bassin Alzette. Les enrichissements étaient importants au cours des douze premiéres heures
durant les hauts débits hivernaux avant de diminuer les heures suivantes, en raison de la baisse
du niveau des eaux. Un enrichissement de 5 % a été reporté pour les deux fractions lors des bas

débits hivernaux.

En conclusion de ce chapitre, il s’avére que la contamination des écosystemes aquatiques
résulte des activités humaines et concerne essentiellement les Lanthanides Légers. Cela
s’explique par une plus large utilisation de ces éléments dans les technologies modernes, et par
un colt moindre d’exploitation et de production, contrairement aux Lanthanides Lourds.
Comme nous I’avons rapporté, les Lanthanides Légers présentent des concentrations
individuelles anormalement élevées de quelques ng/L a plusieurs centaines de pg/L, et peuvent
atteindre le mg/L, en considérant la concentration totale de tous les éléments. La spéciation et
la biodisponibilité des Lanthanides, ainsi que les paramétres physico-chimiques (température,
pH, composition) du milieu environnant sont des éléments importants qui jouent un réle

prépondérant dans le transfert et la répartition des Lanthanides dans les écosystemes aquatiques.
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Chap. III - Transfert des Lanthanides vers les organismes aquatiques

1. Géneralités sur le transfert des composeés vers les organismes aquatiques

Les composés ioniques divalents et trivalents libres sont les formes les plus réactives et
les plus facilement assimilables par les organismes vivants (Weltens et al., 2000 ; Bjerregaard,
2014). D’un point de vue biologique, 1’assimilation de ces composés a travers les membranes
des organismes est dépendante de plusieurs propriétés : le caractére hydrophobe, la présence de
phospholipides, de protéines, et de divers transporteurs et / ou de canaux ioniques membranaires
impliqués dans les échanges d’ions (Campbell et Couillard, 2004). Ces propriétés sont
primordiales dans le processus de bioaccumulation des ¢léments métalliques qui s’effectuent

en trois étapes (Figure 9).

(i) Diffusion des composés ioniques et des complexes depuis le milieu environnant vers la
surface biologique. Cette étape est fonction de la concentration du composé dans
I’environnement et de la chimie a I’état d’équilibre qui s’établie a I’interface entre 1’organisme

et le milieu extérieur.

(i)  Adsorption des composés aux sites membranaires de la surface biologique.
L’adsorption repose sur une forte électropositivité des composés (noté M%*) qui vont se fixer
sur différents constituants comme les groupements sulfhydriles, les ponts disulfures des
protéines, ou sur des phospholipides. Ce processus rapide permet la formation de complexe de

surface (noté M-X), selon I’équation de Campbell et al. (2002) :

M%* + X-cell «> M-X-cell avec M#* : métal en solution ; et “X-cell : ligand de la membrane

cellulaire.

(ili)  Transport des composeés a travers la membrane biologique. L’internalisation peut étre
réalisée selon plusieurs mécanismes. Tout d’abord, elle peut se faire par simple diffusion a
travers la membrane dans le cas des complexes métalliques neutre lipophiles (Puckett et al.,
2010). Un autre mécanisme est la diffusion facilitée dans le sens du gradient de concentration

par I’intermédiaire d’un transporteur, ou par un transport actif contre le gradient de
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concentration sollicitant de I’énergie (ATP). Enfin, des mécanismes d’endocytose (i.e.,

invagination de la membrane créant une vacuole) peuvent étre employés.

Membrane Paroi Couche de Solution
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Figure 9. Conceptualisation des interactions entre les composés et les organismes montrant le processus de
bioaccumulation (modifié de Campbell, 1995). M?* : ion métallique libre ; ML : complexe métallique en solution ;
X-M : complexe métallique a la surface de la membrane cellulaire ; Ky, Ko, et Kz : constante d’équilibre pour la

formation d’espéces.

Généralement dans la fraction dissoute, la diffusion passive ou facilitée et le transport
actif dominent les mécanismes d’internalisation, alors que pour la fraction particulaire, et plus
précisément pour les composés présents / adsorbés sur les particules ou sous forme de
particules, c’est 1’endocytose qui prédomine (Campbell et al., 2004). Par définition, la
bioaccumulation correspond au processus d’accumulation d’un contaminant par un organisme
lorsque le contaminant est présent dans 1’eau et dans 1’alimentation. Il s’agit d’un phénomene
dynamique qui tient compte a la fois de 1’exposition, de la métabolisation, et de I’excrétion. Les
voies d’exposition de ce mécanisme sont I’ingestion par la voie orale, la respiration, et par
contact direct avec la peau. Pour illustrer ce processus, les resultats decrits dans ce chapitre
présenteront les concentrations mesurees des Lanthanides dans les organismes aquatiques ainsi
que les facteurs de bioaccumulation (noté BAF), qui désigne I’accumulation cumulée d’un

polluant présent dans le milieu et dans 1’alimentation.
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2. Bioaccumulation des Lanthanides par les organismes aquatiques

Entre 1991 et 2021, peu de travaux ont traité de la bioaccumulation des Lanthanides, en
tenant compte de leurs différentes formes physico-chimiques (ion trivalent libre et complexe,
et nanoparticule). Blinova et al. (2020) ont reporté 51 publications traitant du sujet pour les
principaux groupes taxonomiques: Microorganisme, Phytoplancton, Zooplancton,
Macrophyte, Necton, et Benthique. D’aprés Web of Science, prés de 90 % de ces études n’ont
été publiées que depuis les 10 derniéres années. Parmi les 51 études, 7 ont suivi les
recommandations de REACH, en évaluant la bioaccumulation des Lanthanides a long terme
par des organismes benthiques. Dans ces études, des bivalves (Bonnail et al., 2017 ; Hanana et
al., 2018 ; Henriques et al., 2019 ; Pinto et al., 2019), des écrevisses (Van Oosterhout et al.,
2014), des chironomidés (Waajen et al., 2017), et des plantes aquatiques enracinées (Waajen et
al., 2017) ont été exposés aux ions libres ou a des complexes de Lanthanides. Pour la derniére
étude, Zhao et al. (2017) ont relaté de la bioaccumulation des nanoparticules d’oxyde de cérium
(nCe0O2) par des bivalves, des escargots, et des crevettes benthiques au sein d’un réseau
trophique. Outre des études d’exposition, 11 autres études ont été réalisées dans le cadre de la
surveillance des populations benthiques naturelles (Chassard-Bouchaud et al., 1992 ; Miskon
et al., 2013 ; Merschel et Bau, 2015 ; Squadrone et al., 2016 ; Amyot et al., 2017 ; Bonnail et
al., 2017 ; Bosco-Santos et al., 2017 ; MacMillan et al., 2017 ; Pratas et al., 2017 ; Zhao et Liu,
2018 ; Rodriguez-Hernandez et al., 2019).

Il est & souligner que la majorité des recherches ont mis en évidence la bioaccumulation
de Lanthanides Légers par les organismes aquatiques. En conditions contrdlées, Waajen et al.
(2017) ont mesuré une concentration de lanthane 78 a 122 fois plus importante dans les tissus
du macrophyte Elodea nuttallii aprés 1 an de culture en présence de sédiment Phoslock®. Xu et
al. (2017) ont, quant a eux, observé que la lentille d’eau Spirodela polyrhiza bioaccumulaient
le cérium dans ses tissus, apres une exposition de 14 jours a une gamme de concentrations allant
de 0 a 60 uM de sel de nitrate de cérium. Squadrone et al. (2016) ont mis en évidence que le
lanthane et le cérium étaient aussi les Lanthanides les plus concentrés dans les tissus mous des
moules (Mytilus galloprovincialis: 0,041 et 0,069 mg/kg de poids sec) et des huitres
(Crassostrea gigas : 0,012 et 0,021 mg/kg de poids sec), qui ont été prélevées in situ dans le
Nord-Est de la mer Ligure.

La bioaccumulation d’un autre Lanthanide Léger, le gadolinium, a été également
observée dans les tissus mous de Corbicula fluminea prélevée in situ dans la riviére du Rhin

(Merschel et Bau, 2015), et de Dreissena polymorpha aprés une exposition de 28 jours a une
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gamme de concentrations allant de 0 a 1 250 pg/L de GdCls (BAF = 43) (Hanana et al., 2017).
D’aprés la littérature, Merschel et Bau (2015) se sont intéressés a la bioaccumulation du
gadolinium sous forme d’agents de contraste gadolinés par les bivalves. Les résultats ont montré
que les corbicules prélevées in situ dans les cours d’eau contaminés a proximité de la ville de
Strasbourg ne bioaccumulaient pas de tels composes.

Parmi les 51 études de bioaccumulation des Lanthanides, quelques-unes d’entre elles ont
mesuré et comparé les concentrations en Lanthanides Légers et Lourds dans les organismes
aquatiques. Qiang et al. (1994) ont montré une bioaccumulation importante du lanthane, du
gadolinium, et de I’yttrium dans les organes internes (23,6 a 38,9 pg/g de poids frais) de la
carpe commune (Cyprinus carpio), aprés 45 jours d’exposition a une concentration finale de
0,50 mg/L de sel de nitrate de Lanthanide. Compte tenu de ce résultat, les auteurs ont suggéré
qu’il n’y avait pas de différence de bioaccumulation entre les Lanthanides. Cependant, cette
hypothése n’est pas soutenue par Mayfield et Fairbrother (2015). Dans cette étude, les
concentrations des 14 Lanthanides, de I’yttrium, et du scandium ont été mesurées dans les tissus
de plusieurs espéces de poissons benthiques et pélagiques de I’Etat de Washington (Etats-Unis).
Les résultats ont montré une bioaccumulation allant de 0,014 a 3 pg/g de poids sec dans les
tissus des poissons, avec une contribution importante du scandium, du lanthane, du cérium, et

du néodyme.

En conclusion de ce chapitre, une bioaccumulation des Lanthanides est observée pour les
groupes taxonomiques représentatifs des différents maillons trophiques aquatiques. Les
résultats ont montré que la bioaccumulation des Lanthanides dans les organismes aquatiques
est dépendante de leurs formes physico-chimiques. Par exemple, le gadolinium sous forme
d’agents de contraste gadolinés n’est pas bioaccumulé par les individus, comparativement a ce
méme Lanthanide sous forme d’ion trivalent libre. Bien que des études aient mesuré la
bioaccumulation de plusieurs Lanthanides en utilisant différents organismes aquatiques, il est
difficile de parvenir a un consensus quant a une variation de bioaccumulation d’un Lanthanide
a l’autre. Cela s’explique par un manque d’informations concernant la bioaccumulation des 14
Lanthanides, et plus précisément sur les Lanthanides Lourds. Par conséquent, il est nécessaire
d’étudier la bioaccumulation des Lanthanides Lourds, tout en considérant la concentration

totale des Lanthanides dans les organismes.
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Chap. IV - Toxicité in vivo des Lanthanides en milieu aquatique

D’aprés Web of Science, entre 1991 et 2021, plus de 240 études ont traité de la toxicité
aigué et chronique des Lanthanides incluant toutes leurs formes physico-chimiques (ion
trivalent libre et complexe, nanoparticule, et oxyde). Dans les études relatant de la toxicité
chronique des Lanthanides, les organismes benthiques (40 %) étaient les individus les plus
utilisés. Ceci s’explique par I’abondance de protocoles d’essais normalisés et standardisés pour
ces organismes. Parmi les organismes benthiques, le zooplancton, les poissons, et les
macrophytes représentent pres de 74 % des espéces étudiées. En effet, ces organismes possedent
un statut prioritaire au regard des protocoles a long terme de I’Organisation de Coopération et
de Développement Economiques (OCDE) et de la législation « Registration Evaluation
Authorisation and Restriction of Chemicals (REACH) » (Blinova et al., 2020). Enfin, on peut
noter que quelques études de toxicité chronique ont porté sur des microorganismes

unicellulaires comme les microalgues (4 %).

1. Toxicité individuelle des nanoparticules de Lanthanides

Dans la littérature, les informations disponibles ont montré que les nanoparticules, et plus
précisément les nanoparticules d’oxyde de cérium (nCeQO>) affectaient peu les organismes
aquatiques (Keller et al., 2013 ; Gwenzi et al., 2018). Pour des concentrations et des temps
d’exposition variables en présence de nCeO- (Tableau 3), il a été montré un taux de survie de
100 % des crustacées Daphnia magna et Thamnocephalus platyurus, du poisson Danio rerio
(Van Hoecke et al., 2009), de ’amphipode Corophium volutator (Dogra et al., 2015), et de 3
espéces ciliées, i.e., Loxocephalus sp., Paramecium aurelia, et Tetrahymena pyriformis (Peng
et al., 2017). Plusieurs auteurs ont mis en évidence divers effets sublétaux des nCeO- sur le
biote aquatique a différents niveaux trophiques (Tableau 4). A I’échelle individuelle, il est
observé des altérations morphologiques (Correia et al., 2019) et une modification des traits de
vie (Van Hoecke et al., 2009). Il est également rapporté que les nCeO2 peuvent induire un état
de stress oxydatif et des Iésions a I’échelle cellulaire (Dogra et al., 2015, Garaud et al., 2015,
Correia et al., 2019), ainsi que des effets génotoxiques a 1’échelle moléculaire (Dogra et al.,
2015). Par ailleurs, Tang et al. (2018) ont reporté des effets a 1’échelle communautaire, i.e., une
modification du biofilm périphytique liée a une augmentation de la population algale aprés 15

jours d’exposition a 5 mg/L de nCeOo.
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Tableau 3. Etudes relatant de I’absence de toxicité des nCeO, sur la survie de différents organismes aquatiques.

Organisme

Conditions d’exposition

Parametre biologique mesuré

Essai

Effet observé

Référence

Daphnia magna

Danio rerio

Thamnocephalus platyurus

Corophium volutator

Loxocephalus sp.,
Paramecium aurelia, et
Tetrahymena pyriformis

48h:0-100et1 000 mg/L

72h:0-13-25-50-100 et 200 mg/L
24 h:0-100-500 -1 000 - 3000 et 5 000
mg/L

10j: 10 mg/L

64 j:04a200 mg/L

Immobilisation

Mortalité

Mortalité

Mortalité

Mortalité

OCDE 202 (2004)

OCDE 236 (2013)

Thamnotokit F

100 % de survie

100 % de survie

100 % de survie

100 % de survie

100 % de survie

Van Hoecke et al., 2009

Van Hoecke et al., 2009

Van Hoecke et al., 2009

Dograetal., 2015

Peng et al., 2017
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Tableau 4. Etudes relatant des effets sublétaux des nCeO, sur différents organismes aquatiques.

Organisme

Conditions
d'exposition

Parametre biologique
mesuré

Essai

Effet observé

Référence

Pseudokirchneriella
subcapitata

Daphnia magna

Xenopus laevis

Corophium volutator

Dreissena polymorpha

Oncorhynchus mykiss

72h:0-3,2-5,6
—10-18 et 32 mg/L

21j:0-10
et 100 mg/L

12j:10 mg/L

10j:12,5mg/L

24et96h:0-10
et 100 pg/L

28j:0-0,001
et 0,01 pg/L

Croissance

Reproduction

Croissance

Stress oxydatif
Dommage cellulaire

Dommage a I'ADN

Stress oxydatif
Dommage cellulaire
Concentration
heamolymphatique

Altération histologique

Stress oxydatif

OCDE 201 (2011)

OCDE 211 (2012)

ISO 21427-1 (2006)

Test du nitroblue tétrazolium
Méthode de réaction de
I’acide thiobarbiturique

Test des cometes

Dosage enzymatique
d'une série de biomarqueurs

Coupe histologique
de branchies et du foie

Mesure de I’activité
enzymatique de la CAT

Diminution du taux de croissance allant de 20 %
(5,6 mg/L de nCeO>) a 80 % (32 mg/L de nCeO»)

Diminution du taux de reproduction (50 %)
en présence de 47 mg/L de nCeO,

Diminution du taux de croissance (20 %)

Augmentation de l'activité enzymatique de la SOD
Augmentation du taux de LPO

Augmentation du taux de dommages a I'ADN

(15 % de cassures de brins d’ADN)

Glandes digestives & t = 96 h : augmentation de
I’activité enzymatique de la CAT, augmentation du
taux de LPO, diminution de la taille des lysosomes,
diminution de la concentration des ions Ca?* et Na*
dans I’hémolymphe

Altération des branchies (hyperplasie et hypertrophie
lamellaire, cedéme intracellulaire, décollement des
couches épithéliales) et du foie (vacuolisation des
hépatocytes,  élargissement  des  sinusoides,
hyperémie) ; augmentation de I'activité enzymatique
de la CAT dans le foie

Van Hoecke et al., 2009

Van Hoecke et al., 2009

Bour et al., 2015

Dogra et al., 2015

Garaud et al., 2015

Correia etal., 2019

Légende : SOD : superoxyde dismutase ; LPO : peroxydation lipidique ; CAT : catalase.
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Cependant, Van Hoecke et al. (2009) ont émis 1’hypothése que les effets sublétaux
observeés sur les organismes aquatiques n’étaient pas liés a I’impact direct des nCeO2. Au cours
des expériences, ces auteurs ont observé la formation d’agrégats de nCeO2 qui devenaient
quantitativement importants aux plus fortes concentrations de cet élément dans les milieux de
culture. 1l a été suggéré que la formation de ces agrégats limitait la quantité disponible de
phosphate dans les milieux, expliquant par conséquent, les effets observés chez les organismes
aquatiques.

Concernant la toxicité d’autres nanoparticules de Lanthanides, a notre connaissance, seuls
Balusamy et al. (2015) ont mis en évidence que les nanoparticules d’oxyde de lanthane
(nLa203) étaient toxiques sur Daphnia magna. Il a été montré un taux de mortalité de 70 % des

individus apres 72 h d’exposition a des concentrations allant de 250 a 1 000 mg/L de nLa,O:s.

2. Toxicité individuelle des oxydes de Lanthanides

A ce jour, peu de travaux ont relaté de la toxicité des oxydes de Lanthanides (Blinova et
al., 2018a). Au regard des informations disponibles, ces ¢léments ne présentent pas d’effets
toxiques sur la survie des organismes aquatiques. Il a été montré un taux de survie de 100 %
des microorganismes Vibrio fischeri et Tetranymena thermophila (Kurvet et al., 2017), ainsi
que des crustacées Thamnocephalus platyurus et Heterocypris incongruens (Blinova et al.,
2018a), pour différentes conditions expérimentales en termes de concentrations et de durées
d’exposition (Tableau 5). A notre connaissance, Joonas et al. (2017) ont été les seuls auteurs a
avoir étudié les effets sublétaux des oxydes de cérium, de gadolinium, de lanthane, et de
praséodyme chez 1’algue verte Raphidocelis subcapitata. Au moyen de I’essai d’inhibition de
la croissance algale (OCDE 201, 2011), les résultats ont indiqué un ralentissement du taux la
croissance algale, avec des valeurs mesurées de CEsp allant de 1 a 98 mg/L d’oxydes de
Lanthanides. Cependant, les auteurs ont suggéré que ce ralentissement de la croissance était lié
a une limitation des éléments nutritifs disponibles dans le milieu de culture en raison de leur

précipitation avec les oxydes de Lanthanides.
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Tableau 5. Etudes relatant de 1’absence de toxicité des oxydes de Lanthanides sur la survie de différents organismes aquatiques.

Organisme Conditions d'exposition Parametre Essai Effet observé Référence
biologique mesuré

Vibrio fischeri 30 min : 0 a 100 mg/L d’oxydes de Mortalité Essai de viabilité (Suppi et al., 2015) 100 % de survie Kurvet et al., 2017
La, Ce, Nd, Pr, et Gd

Tetrahymena thermophila 24 h:0a500 mg/L d’oxydes de Mortalité Essai de viabilité (Jemec et al., 2016) 100 % de survie Kurvet et al., 2017
La, Ce, Nd, Pr, et Gd

Thamnocephalus platyurus 24 h:0a 100 mg/L d’oxydes de Mortalité Ostracodtoxkit F 100 % de survie Blinovaetal., 2018a
La, Ce, et Gd

Heterocypris incongruens 6j:0a100 mg/L d’oxydes de Mortalité Ostracodtoxkit F 100 % de survie Blinovaetal., 2018a

La, Ce, et Gd
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3. Toxicité individuelle des sels de Lanthanides

D’apres la littérature, les sels de Lanthanides sont plus toxiques que les nanoparticules et
les oxydes de Lanthanides (Joonas et al., 2017 ; Kurvet et al., 2017). Les données de toxicité
proviennent généralement d’essais d’écotoxicité aigiie, et les études se sont focalisées
majoritairement sur le lanthane et le cérium (Pagano et al., 2015 ; Herrmann et al., 2016). Bien
que des valeurs de toxicité aient été calculées pour différentes espéces aquatiques, les résultats
varient considérablement et les conclusions divergent concernant la toxicité des Lanthanides.

Blinova et al. (2018b) ont effectué une exposition aigie et chronique des sels de nitrate
de lanthane, de cérium, de praséodyme, de néodyme, et de gadolinium sur trois crustacées, i.e.,
Thamnocephalus platyurus, Daphnia magna, et Heterocypris incongruens. Pour le test de
toxicité aigue, les organismes ont été exposés pendant 24 h, 48 h, et 6 jours a des concentrations
nominales de 0 - 6,25 - 12,5 - 25 et 50 mg/L de Lanthanide. Concernant le test de toxicité
chronique, les crustacés ont été exposes durant 21 jours a des concentrations nominales de O -
0,01-0,25-0,5et 1 mg/L de Lanthanide (OCDE 211, 1998). Les deux expériences ont montré
pour les trois crustacées, une mortalité qui était dépendante de la concentration de Lanthanide,
sans tenir compte de la spéciation. Des valeurs de CEso comprises entre 0,2 et 1,5 mg/L ont été
calculées pour ’essai de toxicité aigiie et entre 0,30 et 0,46 mg/L pour ’essai de toxicité
chronique. D’aprés ces valeurs, il a été suggéré que les Lanthanides possédent des mécanismes
d’action en commun, et que leur toxicité ne serait pas corrélée a la masse atomique.

Cependant, I’hypothése d’une absence de variation de toxicité entre les Lanthanides n’est
pas soutenue par Gonzalez et al. (2015). Dans cette étude, différents organismes aquatiques ont
été exposés a une gamme nominale de concentrations allant de 0 a 6 400 pg/L de sels de
chlorure de cérium, de gadolinium, et de lutétium. Pour Daphnia magna, Heterocypris
incongruens, Hydra attenuata, et Brachionus calyciflorus, une absence de toxicité des
Lanthanides a eté observée. Néanmoins, la croissance diminuait de 20 a 90 % pour
Pseudokirchneriella subcapitata et la luminescence diminuait de 40 a 70 % pour Vibrio fisheri
aux plus fortes concentrations de Lanthanides. Basé sur les valeurs de CEso, le lutétium était
I’élément le plus toxique pour ces organismes modeéles utilisés. Les auteurs ont supposé que les
variations de toxicité entre les Lanthanides pourraient étre expliquées par la spéciation et la
disponibilité des eléments dans les milieux d’essai.

Cette affirmation a été confortée par Romero-Freire et al. (2019), suite a des
concentrations mesurées de cérium, de gadolinium, et de lutétium sous forme d’ion trivalent

libre qui étaient plus faibles et variables (10 a 80 %), par rapport aux concentrations nominales
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testées dans les milieux d’essai des algues Chlorella vulgaris et Raphidocelis subcapitata, du
rotifere Brachionus calyciflorus, de 1’ostracode Heterocypris incongruens, de la bactérie
Allivibrio fischeri, et de la daphnie Daphnia magna. En parallele, la spéciation des Lanthanides
a I’état d’équilibre a été modélisée en tenant compte de la température, du pH, de la force
ionique, et de la concentration des différents éléments nutritifs des milieux d’essai. Cette
modé¢lisation a permis de montrer un pourcentage faible des Lanthanides sous forme d’ion
trivalent libre, et un pourcentage éleve des Lanthanides sous forme de carbonates, hydroxydes,
et sulfates. Compte tenu de ces études, la spéciation et la biodisponibilité des Lanthanides sont
des parametres importants a connaitre pour comprendre et expliquer la toxicité de ces métaux.

Une variation de toxicité entre les Lanthanides a aussi été montrée, lors de 1’évaluation
de la toxicité individuelle de 11 Lanthanides sur Hydra attenuata (Blaise et al., 2018) et sur
I’algue Nitellopsis obtusa (ManusadZzianas et al., 2020). Suite a une exposition de 96 h des
individus a une gamme de concentrations comprise entre 0 et 10 mg/L de sel de chlorure de
Lanthanide, Blaise et al. (2018) ont obtenu des valeurs de CEsp variant de 0,21 a 0,77 mg/L
selon les Lanthanides. Dans 1’étude de Manusadzianas et al. (2020), aprés 24 jours d’exposition
des organismes a une gamme de concentrations allant de 0 a 3 000 uM (i.e., 0 a 450 mg/L) de
sel de chlorure de Lanthanide, les valeurs de CEsg mesurées pour les éléments variaient entre
0,39 et 26 mg/L. Pour ces 2 études, les auteurs ont suggéré que la toxicité des Lanthanides est
corrélée positivement a la masse atomique, avec une toxicité plus élevée des Lanthanides
Lourds. Néanmoins, il est a souligner que la spéciation des Lanthanides n’a pas été considérée
lors de I’analyse et de la comparaison de la toxicité entre les éléments.

Par ailleurs, de nombreux effets sublétaux des sels de Lanthanides ont été rapportés a
I’échelle individuelle, affectant les traits de vie des organismes aquatiques. Il a été montré un
ralentissement du taux de la croissance de Daphnia magna (25 %) apres 14 jours d’exposition
en présence de 330 et 1 000 pg/L de sel de chlorure de lanthane (Lurling et Tolman, 2010), et
de la lentille d’eau Lemna minor (33 %) apres 15 jours d’exposition a 1 mM de sel de citrate de
cérium (Zicari et al., 2018). Des troubles du comportement, i.e., une hyperactivite, un
déséquilibre corporel, la sécrétion de mucus, une oscillation importante de la nageoire caudale,
et des troubles de la respiration ont été observés sur le poisson Gobiocypris rarus, apres 96 h
d’exposition a des concentrations allant de 0 a 10 mg/L de sel de chlorure de lanthane. Une
atrophie des branchies et des formes irregulieres des hépatocytes ont aussi €té mises en évidence
sur ce poisson, apres 21 jours d’exposition a des concentrations comprises entre 0,04 et 0,80

mg/L de sel de chlorure de lanthane (Hua et al., 2017).
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A D’échelle cellulaire, des altérations morphologiques, un état de stress oxydatif et des
Iésions cellulaires ont été révelés chez différentes plantes d’eau douce. Zicari et al. (2018) ont
montré une augmentation de 1’activité de 1’ascorbate peroxydase (APX) et du taux de
peroxydation lipidique (LPO) de Lemna minor aprés 5 jours d’exposition a des concentrations
de 021 mM (i.e,, 0 a 150 mg/L) de sel de citrate de cérium avant de diminuer au 7°™ et au
12°™ jour. Une diminution de I’activité enzymatique de la SOD, CAT, APX de Spirodela
polyrhiza a été mesurée apres 14 jours d’exposition en présence de 1,4 a 2,8 mg/L de sel de
chlorure de praséodyme (Xu et al., 2016). Pour ces deux organismes, une réduction du taux de
chlorophylle a et b a été mise en évidence, et des altérations de la structure des chloroplastes
ont été montrées sur Spirodela polyrhiza aprés 14 jours d’exposition a toutes les conditions
testées (0 a 60 UM soit 0 a 9 mg/L) de sel de nitrate de cérium (Xu et al., 2017).

4. Toxicité des sels de Lanthanides en mélanges

Dans D’environnement, les organismes aquatiques sont soumis a |’influence des
substances chimiques combinées. Prédire la réponse des organismes a ces mélanges constitue
I’une des taches les plus difficiles en écotoxicologie (Norwood et al., 2003). Pour évaluer le
risque, il est essentiel de comprendre si la toxicité des mélanges est potentialisée (synergie),
inhibée (antagoniste), ou additionnée a la toxicité directe des éléments individuels. Cependant,
les études relatant de la toxicité des sels de Lanthanides en mélanges restent peu nhombreuses,
et méme quasi-inexistantes concernant la toxicité des nanoparticules et des oxydes de
Lanthanides. Par ailleurs, les quelques études relatant des effets des sels de Lanthanides en
mélanges présentent des résultats divergents. Tai et al. (2010) ont formulé I’hypothése que la
toxicité des mélanges soit dépendante de la concentration totale en Lanthanides dans le milieu
d’exposition. Pour ce faire, la diatomée Skeletonema costatum a été exposée pour 72 h a un
mélange de Lanthanides Légers (La, Ce, Nd, Sm, et Eu), a un mélange de Lanthanides Lourds
(Gd, Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yb, et Lu), a un melange de ces 13 Lanthanides, et aux 13 sels de
chlorure ou de nitrate de Lanthanides individuels, pour des concentrations finales d’exposition
de0-0,75-1,5-3—-4,5 et 6 mg/L dans le milieu d’essai. Pour chaque condition d’exposition,
il a été mesuré une valeur de CEso de 4,5 mg/L. Sur ces résultats, les auteurs ont suggére que
les mélanges de Lanthanides présentaient des effets additifs et des mécanismes d’action en
commun, validant ainsi leur hypothése.

Tan et al. (2017) ont montré par modélisation un effet antagoniste du samarium en

mélange a des ligands biotiques comme I’acide malique, glycolique, et citrique selon une
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gamme de concentrations allant de 3 ng/L & 150 pg/L, aprés une exposition de 1 h sur I’algue
Chlamydomonas reinhardtii. Dans une autre étude, Romero-Freire et al. (2019) ont évalué les
effets toxiques du sel de chlorure de cérium, de gadolinium, et de lutétium sur Aliivibrio fisheri,
Raphidocelis subcapitata, Chlorella vulgaris, Daphnia magna, Heterocypris incongruens,
Danio rerio, et Brachionus calyciflorus. Les auteurs ont testé des mélanges binaires et ternaires
pour des ratios de concentrations variables, basé sur les concentrations effectives calculées par
Gonzalez et al. (2015). En utilisant le modéle d’additivité défini par Loewe et Muischnek
(1926), des effets de synergie ont été mis en évidence sur Raphidocelis subcapitata. 1l a été
suggére, toutefois, que ces effets pourraient étre liés a la combinaison potentielle de facteurs de
stress (Borgert et al., 2004 ; Lies et al., 2016). Ces facteurs de stress comme une diminution du
taux de phosphate disponible dans le milieu, et la compétition entre les Lanthanides et le
calcium sur les sites de transport des algues, contribueraient a la toxicité observée (EI-AKI et
al., 2015). Cependant, les effets de synergie qui ont été montrés sur Aliivibrio fisheri, lesquels
n’étaient pas en état de stress en raison d’une durée d’exposition plus courte (30 minutes),
suggerent que les effets combinés des Lanthanides ne doivent pas étre écartés. En utilisant le
modeéle d’additivité, des effets antagonistes ont été montrés sur Brachonius calyciflorus.
Romero-Freire et al. (2019) ont suggéré que ces effets pourraient étre expliqués par une
adsorption plus importante voir compléte du lutétium dans les milieux de culture par rapport
aux autres Lanthanides, soulignant qu’uniquement le cérium et le gadolinium contribuerait a la
toxicité des différents mélanges.

Récemment, Hanana et al. (2021) ont évalué la toxicité individuelle et en mélange des
Lanthanides selon des concentrations de 140 pg/L de lanthane, 280 pg/L de cérium, 28 pg/L
de praséodyme, 120 pg/L de néodyme, et 23 pg/L de samarium sur des juvéniles
d’Oncorhynchus mykiss. Apres 96 h d’exposition, aucun effet des mélanges n’a été mis en
évidence par les auteurs. Cependant, le mélange des Lanthanides présentait une valeur de CEso
correspondant & 18,2 mg/L de cérium, 9 mg/L de lanthane, 7,5 mg/L de néodyme, 1,8 mg/L de
praséodyme, et 1,5 mg/L de samarium. Les valeurs calculées de CEso pour les Lanthanides seuls
ont révélé que la concentration de samarium dans le mélange correspondait a la valeur de CEso
de cet élément individuel (1,6 mg/L). Ainsi, les auteurs ont suggéré que la toxicité du mélange
était principalement attribuable au samarium. En effet, les concentrations déterminées pour les
autres Lanthanides dans le mélange correspondant a un impact toxique de 50 % étaient 4 a 15
fois plus faibles, par rapport aux valeurs de CEso des eléments testés individuellement. Hanana
et al. (2021) ont émis I’hypothése qu’une différence de précipitation des Lanthanides en

présence des phosphates dans le milieu pourrait expliquer la toxicité du mélange. Pour des
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concentrations de Lanthanides inférieures a 40 mg/L, les concentrations mesurées étaient
proches de celles testées dans le milieu d’exposition, suggérant une absence de précipitation
des composés. Cependant, pour des concentrations élevees et supérieures a 40 mg/L,

uniquement le samarium présentait encore une part biodisponible de 38 % dans le milieu.

En conclusion de ce chapitre, les valeurs de toxicité sont nécessaires pour comprendre le
comportement toxique des Lanthanides. En considérant toutes les formes physico-chimiques
des Lanthanides, le lanthane et le cérium sont les éléments les plus étudiés parmi les 14
Lanthanides. Des effets toxiques létaux (mortalité) et sublétaux (ralentissement de la
croissance, troubles du comportement, diminution du taux de reproduction, état de stress
oxydatif, lésions cellulaires, dommages a I’ADN) peuvent étre observés sur les organismes
représentatifs des différents niveaux trophiques aquatiques. Cependant, il a été montré que la
toxicité des Lanthanides pourrait étre due a la formation d’agrégats insolubles avec les
composants des milieux de culture. Une limitation de la biodisponibilité des élements nutritifs
dans les milieux de culture pourrait, par conséquent, expliquer les effets toxiques observes.
Ainsi, étudier I'impact des agrégats de Lanthanides est essentiel pour déterminer si les
Lanthanides induisent une toxicité directe ou indirecte. Par ailleurs, les données traitant de la
toxicité individuelle des 14 Lanthanides, et en particulier des sels de Lanthanides sont
incompleétes. Il n’y a pas de consensus concernant une relation entre la toxicité et la masse
atomique des Lanthanides. Des variations de toxicité sont observées entre les Lanthanides, et
celles-ci different selon la sensibilité des organismes, les durées et les concentrations
d’exposition. De nombreux auteurs ont suggéré que la spéciation et la biodisponibilité des
Lanthanides expliqueraient les variations de toxicité entre ces composés. Par conséquent,
mesurer les concentrations réelles d’exposition des Lanthanides dans les milieux d’essais est
indispensable pour comprendre la toxicité de ces éléments.

Prédire les effets combinés des Lanthanides est important pour comprendre leur toxicité
dans I’environnement. Cependant, les informations concernant la toxicit¢ des mélanges de
Lanthanides sont incomplétes, et aucun consensus n’est établi en ce qui concerne leur effet (i.e.,
antagoniste, additive, ou synergie). Un des axes de réflexion serait d’étudier la toxicité des sels
de Lanthanides, en réalisant des mélanges binaires a partir d’un Lanthanide Leéger,
Intermédiaire, et Lourd. Il serait également intéressant d’analyser les effets toxiques de tels
mélanges en utilisant des outils statistiques et modélisateurs, lesquels sont des méthodes plus

puissantes par rapport aux méthodes « classiques » d’évaluation des risques sanitaires.
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Chap. V - Toxicité in vitro des Lanthanides sur différents modeles

cellulaires

La culture cellulaire est considérée comme une approche complémentaire aux essais in
vivo normalisés. Elle présente les avantages d’obtenir des réponses biologiques reproductibles
sur des temps d’exposition courts, d’étre « moins » codteuse, et de pouvoir travailler sur des
quantités et des volumes de contaminants plus faibles (Segner et al., 2001). Plus de 90 % des
études portant sur 1’évaluation de la toxicité in vitro des Lanthanides Légers ont été menées sur
des lignées cellulaires humaines et murines, pour des durées d’exposition n’excédant pas 96 h
(Pagano et al., 2015). Outre le questionnement de 1’impact toxique in vitro des Lanthanides, la
caractérisation de leurs modes d’action est également essentielle pour comprendre la toxicité
de ces éléments. Afin d’identifier les mécanismes moléculaires sous-jacents, connaitre les
mécanismes de défense cellulaire présente un intérét tout particulier puisqu’ils vont, en théorie,

limiter les effets toxiques des xénobiotiques.

1. Mécanisme de détoxification cellulaire

Classiquement, les différents processus de détoxification cellulaire s’organisent en trois
phases (Figure 10). Les réactions de phase I, dites de fonctionnalisation, permettent d’introduire
une fonction chimique nouvelle (-OH, NH2, COOH) rendant la molécule plus polaire. Le plus
souvent, ces réactions correspondent a des réactions d’oxydation, catalysées généralement par
le systeme des cytochromes P450 (Park et al., 1995). Les réactions de phase Il de la
biotransformation sont dites, quant a elles, de conjugaison (Xu et al., 2005). Elles permettent
I’ajout d’un radical hydrophile et sont réalisées soit directement sur le composé toxique
inchangé depuis son entrée dans la cellule, soit sur les molécules fonctionnalisées qui sont
générées lors de la phase I. Les composés électrophiles sont conjugués par exemple au
glutathion (GSH) a I’aide d’une glutathion-S-transférase (GST), tandis que les molécules
nucléophiles sont associées a un acide glucuronique par une UDP-glucuronosyltransférase
(UGT). Ces réactions de conjugaison augmentent 1’hydrophilie de la molécule conjuguée,
facilitant ainsi son transport hors de la cellule (Manduzio et al., 2004). Enfin, des glycoprotéines
membranaires sont capables d’assurer par un mécanisme actif 1’élimination des xénobiotiques.
Elles peuvent agir dés 1’entrée des xénobiotiques dans la cellule (on parle alors de phase 0),

mais aussi sur des xenobiotiques modifiés par les réactions des phases I et Il (Higgins et al.,
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1997 ; Bard et Stegeman, 2000 ; Ferreira et al., 2014). Les niveaux d’expression et d’activité
de ces protéines sont révélateurs des niveaux d’exposition des cellules aux contaminants. Ainsi,
elles sont utilisées comme biomarqueurs via la mesure de 1’activité de transport en présence /

absence d’inhibiteurs spécifiques (Pereira et al., 1995).
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Figure 10. Conceptualisation des différentes phases de la détoxification cellulaire (Bard, 2000). X : diffusion au
travers la membrane cellulaire ; P. 0 : phase 0 de la détoxification cellulaire ; P. | : phase | de la détoxification
cellulaire ; P. 11 : phase Il de la détoxification cellulaire ; P. Il : phase Il de la détoxification cellulaire ; CYP :
cytochrome P450 ; GSH : glutathion réduit ; GST : glutathion-S-transférase ; P-gp : P-glycoprotéines ; MRP :

protéines de multi-résistance.

Parmi ces glycoprotéines, les protéines membranaires « ATP-binding cassette (ABC) »
constituent la plus large famille de protéines connue a ce jour (Henikoff et al., 1997). Ces
protéines sont retrouvées dans toutes les especes eucaryotes. Cette superfamille comprend 7
sous-familles, classées selon une nomenclature de A a G, avec a I’intérieur de chaque sous-
famille un numéro correspondant a chaque transporteur. Parmi elles, les protéines
membranaires de classe C, appelées aussi multidrug resistance protein (MRP-like) constituent
une des sous-familles les plus étudiées (Sodani et al., 2012). Dans les cellules eucaryotes, au
moins 9 types de protéines membranaires MRP-like (MRP1 a MRP9) ont été identifiés (Borst

et Elferink, 2002). Dans les organismes aquatiques, des protéines présentant des activités
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similaires aux MRP1 et MRP2, appelées communément MRP-like ont été largement étudiees,
et plus précisément sur les bivalves et les poissons (Long et al., 2011a,b,c ; Ferreiraetal., 2014).
Par exemple, Long et al. (2011a,b,c) ont montré I’implication de ces protéines membranaires
dans la détoxification de divers métaux (cadmium, arsenic, mercure) dans des cellules
fibroblastiques ZF4 de Danio rerio. A notre connaissance, aucune étude n’a relaté le role de
ces protéines membranaires dans la détoxification cellulaires des Lanthanides en écotoxicologie

aquatique.

2. Toxicité des Lanthanides sur des modeéles cellulaires humains et murins

2.1. Toxicité des nanoparticules de Lanthanides

D’apreés la littérature, les nanoparticules de Lanthanides n’induisent pas d’effets toxiques
létaux pour différentes lignées cellulaires humaines et murines. En effet, un taux de viabilité
cellulaire de 100 % a été observé pour les modeles cellulaires présentés dans le Tableau 6, pour
des concentrations et des durées d’exposition variables, et pour différentes nanoparticules de
Lanthanides (Heng et al., 2010 ; Gaiser et al., 2012 ; Kujur et al., 2021). Une exception est a
souligner au regard des résultats de Park et al. (2008). Ces auteurs ont mentionné que les nCeO>
affectaient la viabilité de plusieurs lignées cellulaires humaines et de rat. Suite a des expositions
de 24, 48, 72, et 96 h a des concentrations de 0 — 10 — 20 et 40 pg/mL de nCeOy, le taux de
viabilité cellulaire diminuait graduellement jusqu’a atteindre 45 % en présence de 40 pg/mL de
nCeO> apres 96 h d’exposition. Cependant, aucune hypothése n’a été avancée pour expliquer
cette différence de toxicité par rapport aux autres études de la littérature. Park et al. (2008) ont
également observé une augmentation du taux de production d’espéces réactives de 1I’oxygéne
(ROS) et une diminution de I’activité de la glutathion dans les cellules exposées au nCeOx.
Heng et al. (2010) ont, quant a eux, souligné un ralentissement du taux de la croissance (0,5 a
2 fois) des cellules BEAS-2S et L929 exposées a des concentrations variant de 1 a 2 mg/L des
nanoparticules d’oxyde de dysprosium (nDy203) et d’oxyde de gadolinium (nGd.0s3), par
rapport au témoin. Outre un ralentissement de la croissance cellulaire, des dommages a I’ADN
ont éte observés pour les deux lignées cellulaires a la plus forte concentration de nGd2Os et de
nDy,03 (Tableau 6).
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Tableau 6. Etudes relatant de la toxicité in vitro des nanoparticules de Lanthanides sur différentes lignées cellulaires.

Lignée cellulaire Condition d'exposition Parametre biologique Essai

mesuré

Effet observé Référence

BEAS-2B (cellules épithéliales 24,48,72,et96 h:0-10—  Mortalité cellulaire
de poumon humain) 20 et 40 mg/L de nCeO; Stress oxydatif
HoC: (cellules myocardiques de rat)

T98G (cellules fibroblastiques

de cerveau humain)

BEAS-2B (cellules épithéliales 48 h: 0 & 2 mg/L de nDy,0s, Mortalité cellulaire
de poumon humain) nGd,0s, et NTh,03 Dommage a I'ADN
L929 (cellules fibroblastiques

du tissu adipeux murin)

C3A (cellules hépatiques humaine) 24 h:0a 1 mg/L de nCeO, Mortalité cellulaire

MC3T3-E1 (cellules 5 j : Magnésium pur + 0 — Mortalité cellulaire
ostéoblastiques murine) 0,5-10u1,5% de nSm,0s

Essai colorimétrique
de viabilité (MTT)
Essai fluorométrique
(DCFH-DA)

Essai colorimétrique
de viabilité (WST-8)
Essai fluorométrique
(Pico-Green)

Essai de la LDH

Essai de la LDH

Diminution graduelle de la viabilité cellulaire Park et al., 2008
Augmentation du taux de production des ROS
Diminution de 1’activité de la glutathion

100 % de viabilité des 2 modeles cellulaires  Heng et al., 2010
Ralentissement du taux de croissance (0,5 & 2
fois) et dommages a I'ADN (diminution de la
concentration d’ADN) en présence de 1 mg/L

100 % de viabilité cellulaire Gaiser et al., 2012

100 % de viabilité cellulaire Kujur et al., 2021

Légende : DCFH-DA : 2,7-dichlorofluoroscein diacetate ; ROS : espéces réactives de I’oxygene ; WTS-8 : 2-2-methoxy-4-nitrophenyl-3-4-nitrophenyl-5-2,4-disulfophenyl-

2H-tetrazolium, monosodium salt ; LDH : lactate déshydrogénase ; MTT : sel de tétrazolium (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium).
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2.2. Toxicité des oxydes de Lanthanides

A notre connaissance, Palmer et al. (1987) ont été les premiers auteurs & montrer que les
oxydes de neodyme (Nd.Ogz) affectaient la survie des cultures primaires de macrophage
pulmonaire obtenues a partir de rats de laboratoire Sprague Dawley®. Aprés une exposition de
20 h des cellules a une gamme de concentrations allant de 0 & 1 000 uM (i.e., 0 @ 97 mg/L) de
Nd.O3, la viabilité cellulaire diminuait graduellement, et une valeur de CEso de 101 uM (i.e.,
9,8 mg/L) a été obtenue. Pour des conditions d’exposition similaires, les oxydes de lanthane
(La203) et de cérium (CeO) n’impactaient pas la viabilité cellulaire, mais ont entrainé des
modifications structurales. Il a été montré une atrophie des microvillosités ainsi qu’une perte
des pseudopodes et des filopodes des cellules primaires. Gunay et al. (2021) ont également
observé des altérations structurales (i.e., une perte de microvillosités a la surface des cellules,
des cellules moins denses et plus sphériques, ainsi qu’une perte d’adhésion cellulaire) sur les
cellules humaines HEK 293 (cellules embryonnaires rénales) et HepG2 (cellules cancéreuses
hépatiques), aprés 48 h d’exposition a des concentrations de 10 a 100 pg/mL d’oxydes
d’europium (Eu203) et de terbium (Th203).

Récemment, les études traitant de la toxicité des oxydes de Lanthanides a connu un regain
d’intérét. Une diminution de 20 % du taux de viabilité a été observée sur les cellules
mésenchymateuses de dent chez I’Homme aprés 48 h d’exposition a la plus forte concentration
d’oxydes de gadolinium et d’ytterbium complexés au SiO2-Na,0O-CaO-P.Os (1,25 mg/mL)
(Zambanini et al., 2019). Une diminution de 40 % du taux de viabilité des cellules humaines
HepG2 (cellules cancéreuses hépatiques) et HEK 293 (cellules embryonnaires rénales) a
également été mesurée apres 48 h d’exposition en présence de 100 ug/mL d’oxydes d’europium

(Eu203) et de terbium (Tb203) (Gunay et al., 2021).

2.3. Toxicité des sels de Lanthanides

Au moyen de lignées cellulaires humaines (Dai et al., 2001 ; Kostova et al., 2004 ; Paiva
etal., 2009 ; Feyerabend et al., 2010 ; Palizban et al., 2010 ; Andiappan et al., 2018) et murines
(Dai et al., 2015 ; Rucki et al., 2020 ; Siew et al., 2020), de nombreuses études ont mis en
évidence un impact toxique des sels de Lanthanides, pour des concentrations et des durées
d’exposition variables. Au regard des publications, il apparait que la toxicité observée sur les
cellules est dépendante de la concentration des Lanthanides dans le milieu de culture. Parmi les

études, peu d’entre elles ont présenté des valeurs mesurées de CEsp, et encore moins ont
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comparé la toxicité de plusieurs Lanthanides. Un premier élément de réponse est apporté par
Feyerabend et al. (2010) qui ont exposé durant 48 h une culture primaire de cellules
périvasculaires du cordon ombilical humain (HUCPV) et des lignées cellulaires provenant de
I’Homme (MG63, cellules de 1’ostéosarcome) et de la souris (RAW 264.7, cellules de
macrophage) a des concentrations variant de 0 a 2 000 uM (i.e., 0 & 300 mg/L) de sels de
lanthane, de cérium, de praséodyme, de néodyme, d’europium, de gadolinium, et de
dysprosium. D’apreés les valeurs de CEsyo, les auteurs ont suggéré que la toxicité des Lanthanides
semblerait étre corrélée a la masse atomique, avec une toxicité plus élevée du lanthane (CEso =
400 uM soit 60 mg/L) par rapport a celle des autres éléments (CEso > 1 000 UM soit 150 mg/L).
Cette hypothese n’est pas vérifiée dans les travaux de Rucki et al. (2020). Apres une exposition
de 48 h des cellules BALB/c 3T3 (cellules fibroblastiques murines) a une gamme de
concentrations allant de 0 a 2 000 mg/L de Lanthanide, il a été montré pour les 14 Lanthanides
(La, Er, Pr, Eu, Gd, Yb, Sm, Tm, Dy, Tb, Ho, Lu, Y, Nd, Ce) et I’yttrium, des valeurs de CEsg
comprises entre 957 et 1 264 mg/L. Compte tenu que les différences de CEso ne sont pas
statistiquement significatives, les auteurs ont suggéré que les Lanthanides présentaient des
impacts toxiques similaires.

Dai et al. (2001) ont montré un ralentissement de la croissance cellulaire, suite a des
expositions pendant 48 h des cellules HL-60 (cellules leucémiques humaines) a des
concentrations de 0,5 — 1 et 2 mM (i.e.,0,07 - 139 et 278 mg/L) de LaCls, et pour 72 h des
cellules NB4 (cellules leucémiques humaines) a des concentrations de 1 — 2 et 4 mM (i.e., 140
— 280 et 560 mg/L) de CeCls. Dai et al. (2015) ont souligné une augmentation des especes
réactives oxygénées et de la lactate déshydrogénase (LDH), ainsi qu’une diminution du
potentiel de membrane mitochondriale par rapport au témoin, aprés une exposition de 24 h des
cellules primaires de la moelle osseuse de souris a une concentration de 1 000 uM (i.e., 173
mg/L) d’YbCls. Des dommages a I’ADN ont été observés sur les lignées cellulaires cancéreuses
humaines Jurkat (cellules lymphocytaires T CD4) (Paiva et al., 2009), Hela (cellules
épithéliales utérines), Vero (cellules épithéliales rénales), et MCF-7 (cellules mammaires)
(Andiappan et al., 2018), mais aussi sur la lignée cellulaire VV79-4 (cellules fibroblastiques de

poumon du hamster chinois) (Siew et al., 2020).
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2.4. Toxicité des agents de contraste gadolines

Les agents de contraste majoritairement utilisés aujourd’hui dans le cadre des examens
IRM sont composés de structures chimiques cycliques qui chélatent trés fortement I’ion
gadolinium. La stabilité de ces composés est telle que la libération de I’ion gadolinium de son
chélateur aprés rejets des agents de contraste dans 1’environnement semble négligeable. La
toxicité du gadolinium présent sous forme d’agent de contraste est donc une situation tres
particuliére qui ne peut pas étre comparée a la seule présence de sel de gadolinium dans
I’environnement étudié. Les recherches développées a ce sujet a montré que les agents de
contraste gadolinés n’induisaient pas de toxicité (Cabella et al., 2006 ; Swaminathan et al.,
2013), mais au contraire pouvait parfois améliorer la survie (Feng et al., 2015) et la croissance
de nombreux modeles cellulaires humains (Decker et al., 1990 ; Bleavins et al., 2012) et murins
(Midura et al., 2014).

3. Toxicité des Lanthanides sur des modeles cellulaires de poissons

3.1. Toxicité du sel de gadolinium

Comparativement aux données de toxicité in vitro obtenues sur des lignées cellulaires
humaines et murines, il existe actuellement qu’une seule étude portant sur la toxicité des
Lanthanides, et celle-ci n’a relaté que de la toxicité du sel de gadolinium en écotoxicologie
aquatique (Laville et al., 2004). Dans cette étude, les auteurs ont exposé les cellules primaires
d’hépatocytes (PRTH) d’Oncorhynchus mykiss et les cellules fibroblastiques de Poeciliopsis
lucida (PLHC-1) a une gamme de concentrations de 9,83 a 157 mg/L de sel de chlorure de
gadolinium. Aprés 24 h d’exposition, la viabilité cellulaire était plus faible en présence du
gadolinium, avec des valeurs de CEso calculées de 151 mg/L pour les cellules PLHC-1 et de
41,18 mg/L pour les cellules PRTH. Au regard de ces seules données, 1’é¢tude de la toxicité des
Lanthanides en utilisant des modéles cellulaire d’organismes aquatiques restent a é&tre

approfondie.
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3.2. Toxicité des agents de contraste gadolinés

Récemment, Parant et al. (2019) ont étudié deux agents de contraste gadolinés (Dotarem®
et Omniscan®) sur les cellules fibroblastiques de Danio rerio (ZF4) et branchiales
d’Oncorhynchus mykiss (RTgill-W1). Les deux lignées cellulaires ont été exposées sans
renouvellement du milieu pendant 6 jours a 20 ng/L et 10 pg/L de gadolinium sous la forme
d’acide gadotérique (Dotarem®) ainsi qu’a 10 pg/L et 1 mg/L de gadolinium sous la forme
gadodiamide (Omniscan®). Une croissance plus faible des cellules ZF4 et RTgill-W1 a été
montrée pour les deux agents. Une autre exposition de 34 jours a été effectuée en exposant les
cellules ZF4 a 10 pg/L de gadolinium a la formulation Dotarem®. Sur cette période, un
ralentissement de la croissance a été mis en évidence au bout de 6 jours, avant que celle-ci ne
redevienne normale aprés avoir enlevé 1’agent de contraste dans le milieu d’exposition. Ces
auteurs ont suggeéré que le ralentissement de croissance observé était probablement dii a I’agent

chélateur plutdt qu’a I’ion gadolinium.

En conclusion de ce chapitre, la toxicité des différentes formes physico-chimiques des
Lanthanides (nanoparticule, ion trivalent libre, agent de contraste gadoliné, oxyde) a 1’échelle
cellulaire est effectivement représentative des observations faites au moyen des approches in
vivo. Des effets létaux (mortalité) et sublétaux (ralentissement de la croissance cellulaire,
altérations structurales, dommages oxydatifs, dommages a I’ADN) peuvent étre observés selon
les différentes formes physico-chimiques des Lanthanides. En dépit d’un nombre considérable
d’¢tudes relatant leur toxicité, peu d’entre elles ont présenté des valeurs de toxicité (i.e.,
concentration effective). Les études concernant la toxicité in vitro des mélanges des
Lanthanides sont inexistantes a notre connaissance, et un manque d’informations demeure
concernant la toxicité des 14 Lanthanides, et plus précisément des Lanthanides lourds. Il est a
noter que la biodisponibilité et la spéciation des éléments n’ont pas été considérées dans ces
travaux, ce qui peut conduire & une mauvaise évaluation de la toxicité in vitro des Lanthanides.
Outre un mangue de connaissances en rapport a la toxicité cellulaire des Lanthanides, les
mécanismes d’action de ces éléments restent actuellement non-élucidés. Un des moyens
possibles pour identifier ces mécanismes moléculaires serait d’étudier la toxicité des
Lanthanides en présence / absence d’inhibiteurs spécifiques des protéines transmembranaires
intervenant en phase 11l du cycle de détoxification cellulaire. Bien que les approches in vitro
aient été utilisées pour évaluer le risque sanitaire des Lanthanides, celles-ci restent peu

consideérées par la communauté scientifique en ecotoxicologie aquatique.
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Chap. I — Matériels biologiques

1. Lignées cellulaires de poisson zébre (Danio rerio)

1.1. Lignée cellulaire ZF4

La lignée cellulaire ZF4 (ATCC®, CRL-2050™) a été établie par Driever et Rangini en
1993 a partir d’embryons de Danio rerio agés d’un jour. Ces cellules proviennent du tissu
conjonctif du derme. Ce sont des cellules adhérentes, caractérisées par une morphologie de type

fibroblastique, et un caryotype hyperploide de 110 a 120 chromosomes (Figure 11).

Haute densité

Figure 11. Lignée cellulaire ZF4 de poisson zebre (Danio rerio) a faible (gauche) et forte (droite) densité de
confluence au microscope optique a contraste de phase inversée (grossissement X 100).

(Site internet : https://www.atcc.org/products/crl-2050)

1.2. Lignée cellulaire ZFL

La lignée cellulaire ZFL (ATCC®, CRL-2643™) a été développée par Barnes en 1992 a
partir de cultures primaires d’hépatocytes de Danio rerio adultes. Ces cellules sont impliquées
dans les processus de metabolisation et de détoxification des substances toxiques, la
glycogénogénése ou la glycogénolyse, la dégradation de 1’hémoglobine, ou encore la
production de bile et de vitellogénine. Ce sont des cellules adhérentes qui présentent une
morphologie de type épithéliale stratifiée, et un caryotype hypodiploide de 47 chromosomes
(Figure 12).
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Faible densité : Haute densite

Figure 12. Lignée cellulaire ZFL de poisson zébre (Danio rerio) a faible (gauche) et forte (droite) densité de
confluence au microscope optique a contraste de phase inversée (grossissement X 100).

(Site internet : https://www.atcc.org/products/crl-2643)

2. Lignée cellulaire de la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss)

La lignée cellulaire RTgill-W1 (ATCC®, CRL-2523™) a été caractérisée par Bols et al.
(1994) a partir de cultures primaires de branchies d’Oncorhynchus mykiss agées de quinze mois.
Outre son réle dans la respiration, ces cellules régulent la concentration ionique provenant du
milieu extérieur. Ce sont des cellules adhérentes qui sont caractérisées par une morphologie de

type épithéliale, et par un caryotype hétéroploide de 44 a 139 chromosomes (Figure 13).
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Figure 13. Lignée cellulaire RTgill-W1 de la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) a faible (gauche) et forte
(droite) densité de confluence au microscope optique a contraste de phase inversée (grossissement X 100).
(Site internet : https://www.atcc.org/products/crl-2523)
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3. Cultures primaires de glandes digestives du bivalve Corbicula fluminea

3.1. Corbicula fluminea

Corbicula fluminea est un bivalve d’eau douce qui a été identifié en 1774 par O.F. Muller
(Figure 14). Cette espéce invasive originaire d’Asie a colonisé les eaux douces de I’ Afrique, de
1’ Australie, de la Nouvelle Guinée, d’Amérique du Nord, et de I’Europe (Kramer-Wilt, 2008 ;
Cupsa, 2014).

Systématique

Embranchement : Mollusca
Classe : Bivalvia

Ordre : Eulamellibranchiata
Sous Ordre : Heterodonta
Super Famille : Corbiculacea
Famille : Corbiculidae

Genre : Corbicula

Espece : Corbicula fluminea

Figure 14. Corbicula fluminea ou la palourde asiatique.

(Site internet : https://www.aquaportail.com/fiche-invertebre-2984-corbicula-fluminea.html)

Ce bivalve est connu pour tolérer des milieux salins entre 0 et 3 %o (Morton et Tong,
1985). Il peut supporter des températures extrémes (2 a 34 °C) (Mattice et Dye, 1976) avec une
température optimale de croissance de 20 °C (Foe et Knight, 1986). D’une taille adulte de 3 a
5 cm, sa coquille de couleur marron a vert-olive est constituée de carbonate de calcium. Elle est
composée de deux valves qui sont reliées dorsalement par un ligament externe. Les tissus et les
organes principaux de Corbicula fluminea sont le manteau, les branchies, le cceur, le rein, et la
masse viscérale. Cette masse comprend la glande digestive et les gonades qui sont entremélées.
Concernant la glande digestive, elle est constituée de diverticules qui communiquent avec
I’estomac, et assurent 1’absorption et la digestion intracellulaire des particules alimentaires

(Figure 15).

53


https://www.aquaportail.com/fiche-invertebre-2984-corbicula-fluminea.html

Matériels et Méthodes

Stylet Diverticules de la elande divesti
abblia S R
|
Rectum \ = ‘/ Estomac

Intestin postérieur
» _~ Oesophage

Sac du stylet )~
cristallink. /£ S )\
et intestin Wi 2 \
moyen 3 : h : \
2 ( (\ \ f | Intestin moyen
2 i V/
2 \ 7/
E O =538 ".:» o~ \) /'./j/

Figure 15. Coupe longitudinale de Corbicula fluminea mettant en évidence le tube digestif a I’intérieur de la masse
viscérale (Britton et Morton, 1982).

Son régime alimentaire est composé d’algues, d’organismes zooplanctoniques, et de
détritus organiques. Cet organisme modeéle est utilisé en écotoxicologie aquatique pour sa
capacité a bioaccumuler divers contaminants (cuivre, plomb, zinc, cadmium...), a s’adapter a

différentes niches écologiques, et pour sa durée de vie longue (2 a 3 ans).

3.2. Echantillonnage des bivalves

En 2017, une centaine d’individus ont été prélevés in situ dans la riviere Moselle a
Argancy, dans I’Est de la France. Pendant 1’échantillonnage, les bivalves ont été sélectionnés
selon la couleur de la coquille (marron a vert-olive), la visibilité du pied, et la résistance de la
coquille en exercant une pression au niveau de I’axe radial. Les individus échantillonnés avaient
une taille moyenne de 3 + 0,5 cm. De I’eau a été prélevée sur le site pour limiter le stress des

organismes durant leur acclimatation au laboratoire.
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3.3. Acclimatation et maintien des bivalves en conditions controlées

3.3.1. Préparation du matériel et du milieu d’élevage synthétique

Une semaine avant la campagne d’échantillonnage, des cristallisoirs de 2 L et des billes
de verre ont été acidifiés sous une hotte chimique a une concentration finale de 10 % (v/v) avec
de I’acide nitrique (HNO3z) concentré a 65 %. L’acidification a été nécessaire pour éviter une
contamination bactérienne ou fongique du matériel. Apres 1 jour d’acidification, le matériel a
¢été rincé dans un bain d’eau ultrapure pour éliminer I’excédent d’acide. Ce bain a été renouvelé
quotidiennement durant les 3 jours qui ont suivi I’acidification, avant de laisser sécher le
matériel a I’air ambiant. La composition du milieu synthétique utilisé pour le maintien des
corbicules au laboratoire (annexe 1) a été adaptée de la norme OCDE n° 202 : Daphnia sp.,
essai d’immobilisation immédiate (2004). La pureté¢ des sels composant le milieu d’élevage
était de 99,0 %. Chaque sel a été solubilisé dans de 1’eau ultrapure, puis les solutions obtenues
ont été autoclavées (cycle : 120 °C ; 20 minutes) et ajoutées a de I’eau de Volvic. Au cours de
la préparation, les parametres physico-chimiques du milieu synthétique ont été mesurés

(conductimétrie = 435 uS/cm ; pH = 7,6 ; température = 9 °C ; saturation en oxygene = 93 %).

3.3.2. Procédure d’acclimatation et maintien au laboratoire

Les bivalves ont été répartis en groupe de 15 individus dans 6 cristallisoirs avec des billes
de verre utilisées comme substrat artificiel. Les organismes ont été acclimatés dans une enceinte
thermostatée a 15 °C, avec une photopériode de 12 h/ 12 h (jour / nuit), un taux d’oxygénation
constant de 90 %, et une intensité lumineuse de 1 000 lux (Figure 16). Lors de la premiere
semaine d’acclimatation, un cycle de dépuration a été effectué. Tous les 2 jours, le milieu
naturel a été remplacé par du milieu synthétique au 1/3, au 2/3, et a 100 %. Par la suite, le milieu
synthétique a été intégralement renouvelé une fois par semaine durant la période de maintien
des bivalves au laboratoire. Les bivalves ont été nourris ad libidum tous les 3 jours avec des

microalgues vertes, Chlorella vulgaris.
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Figure 16. Dispositif pour I’acclimatation des bivalves Corbicula fluminea en conditions contr6lées au laboratoire

(photo prise par Emmanuel Fleurbaix, 2018).
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Chap. II — Protocoles de culture des modeles cellulaires

1. Culture des lignées cellulaires de poissons

Les lignées cellulaires de poissons utilisées durant la thése provenaient de I’American
Type Culture Collection (ATCC). Leur culture a ét¢ développée au laboratoire par I’Ingénieur
d’Ftude Clément Bojic et 1’Assistante Ingénieure Justine Flayac, en suivant les
recommandations de ’ATCC. Apres amplification, les cellules ont été cryogénisées dans de
I’azote liquide en présence de 95 % de milieu complet et 5 % (v/v) de diméthylsulfoxyde
(DMSO), un agent cryoprotecteur. Nos différents essais expérimentaux ont été réalisés a partir
des lots congelés de cellules ZF4 (lot : 61376027) et ZFL (lot : 61692919) de Danio rerio, et
RTgill-W1 (lot : 61692919) d’Oncorhynchus mykiss (Tableau 7).

Tableau 7. Caractéristiques des lots de cellules ZF4 et ZFL de Danio rerio, et RTgill-W1 d’Oncorhynchus mykiss,

et composition des milieux complets nécessaires a leur culture.

Caractéristiques des lots de cellules congelées Milieu complet de culture

ZF4 : densité cellulaire de 2 x 106 cellules/mL DMEM : F12 (ATCC®, 30-2006™) + 10 % (v/v) SVF (ATCC®, 30-2021™)
2¢me sous-culture

ZFL : densité cellulaire de 2,5 x 106 cellules/mL 50 % (v/v) Leibovitz’s L-15 (ATCC®, 30-2008™), 35 % (v/v) DMEM HG
3me sous-culture (Gibco® by Life Technologie™, réf: 12100), 15 % (v/v) Ham’s F12 (Gibco®
by Life Technologie™, réf : 21700), 0,15 g/L (v/v) bicarbonate de sodium
(Sigma-Aldrich, réf : 58761), 15 mM (v/v) HEPES (Sigma-Aldrich, réf :
HO0887), 0,01 mg/mL (v/v) insuline bovine (Sigma-Aldrich, réf : E4127), et
5 % (v/v) de SVF inactivé (ATCC®, 30-2020™)

RTgill-W1 : densité cellulaire de 4,5 x 10° cellules/mL Leibovitz’s L-15 (Gibco® by Life Technologie™, réf : 11540556) + 10 %
7¢me sous-culture SVF (v/v) (Eurobio”tos, réf : CVFSVF00-01)

1.1. Décongélation des cellules

Pour chaque lignée cellulaire, et a chaque fois qu’une nouvelle mise en culture était
nécessaire, une ampoule a été sortie de 1’azote liquide, décontaminée a 1’éthanol 70 % (v/v), et
placée sous un PSM de type II. Par trois séries d’aspirations et de refoulements, le culot
cellulaire est décongelé par ajout de 5 mL de milieu complet. Apres une centrifugation (123 x

g; 5 minutes), le surnageant est aspiré et le culot est mis en suspension par 5 mL de milieu
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complet (4,75 mL de milieu complet sans SVF pour les cellules ZFL). La suspension cellulaire
est ensuite transférée dans une flasque de culture de 25 cm? (flasque T2s), puis la flasque est
agitée par un mouvement circulaire et placée dans une étuve thermostatée (Thermo Fisher
Scientific, Heracell™ 150i), dans des conditions de culture définies pour chaque type cellulaire
(Tableau 8). Apres 30 minutes d’incubation qui a permis 1’adhésion des cellules ZFL, 0,25 mL

de SVF sont ajoutés dans la flasque avant de la placer de nouveau dans I’incubateur.

Tableau 8. Conditions d’incubation des lignées cellulaires ZF4 et ZFL de Danio rerio, et RTgill-W1

d’Oncorhynchus mykiss.

Lignée cellulaire Conditions d’incubation

ZF4 Atmosphére humidifiée ; 28 °C ; 5 % CO;
ZFL Atmosphére humidifiée ; 28 °C ; 0 % CO;
RTqill-w1 Atmosphére humidifiée ; 15 °C ; 0 % CO;

1.2. Amplification des lignées cellulaires

Lorsque la surface d’une flasque est recouverte a 90 % de cellules (stade de la sub-
confluence), celles-ci sont réparties dans plusieurs nouvelles flasques de 75 cm? (flasque T7s).
Pour cela, le milieu de la flasque est aspiré, et le tapis cellulaire est rincé pendant 10 secondes
avec 1 mL de trypsine (étape 1 a 3, Figure 17). Ce ringage est nécessaire pour eliminer les

résidus de SVF qui pourraient inhiber 1’action des peptidases (Tableau 9).

Tableau 9. Solution de trypsine utilisée pour chaque lignée cellulaire lors de la procédure d’amplification.

Lignée cellulaire Solution de trypsine

ZF4 Trypsine a 0,25 % (Sigma-Aldrich, réf : 15090046)

ZFL Trypsine a 0,25 % avec 53 mM EDTA (ATCC®, 30-2101™)

RTqill-w1 Trypsine a 0,25 % avec 1 mM EDTA (Merck Millipore, réf : SM-2003-C)
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Apres avoir aspiré la trypsine, 2 mL de trypsine sont déposés sur le tapis cellulaire, puis
la flasque est agitée par un mouvement circulaire et placée pour 5 minutes dans 1’incubateur
(étape 4 a 6, Figure 17). Durant ce temps et sous 1’action des peptidases, les cellules sont
décrochées du support de culture. La trypsination est arrétée en ajoutant 13 mL de milieu
complet dans la flasque (étape 7, Figure 17). Par des séries d’aspirations et de refoulements, les
cellules sont individualisées en «cassant » les agglomérats (étape 8, Figure 17), puis
centrifugées (123 x g ; 5 minutes). Aprés 1’aspiration du surnageant, le culot cellulaire est mis
en suspension par 5 mL de milieu complet (sans SVF pour les cellules ZFL) (étape 9 a 13,
Figure 17). Aux dernicres étapes de 1I’amplification, la viabilité et la densité des cellules sont
numeérées a la cellule de Malassez au microscope optique (grossissement X 40) (étape 14 et 15,
Figure 17). La numération est réalisée en utilisant la méthode d’exclusion au bleu de trypan a
0,4 % (v/v) (Gibco® by Life Technologie™, réf : 15250061) (étape 16, Figure 17). Cette
méthode permet de distinguer les cellules vivantes et mortes. Une coloration bleue est observée
pour les cellules mortes qui internalisent le bleu de trypan, contrairement aux cellules vivantes

qui restent incolores.

1.3. Passage et maintien des lignées cellulaires

Apres la numération, la densité cellulaire d’ensemencement est ajustée par ajout de milieu
complet (sans SVF pour les cellules ZFL), et les cellules sont ensemencées dans plusieurs
flasques T7s (Tableau 10). Enfin les flasques sont agitées par mouvement circulaire et placées
a I’incubateur aux conditions de température et de CO2 définies pour la culture de chaque lignée
cellulaire. Aprés 30 minutes d’incubation qui a permis 1’adhésion des cellules ZFL, 0,75 mL de

SVF sont ajoutés dans la flasque avant de la placer de nouveau dans I’incubateur.

Tableau 10. Densité d’ensemencement des cellules ZF4 et ZFL de Danio rerio, et RTgill-W1 d’Oncorhynchus

mykiss.
Lignée cellulaire Densité cellulaire d’ensemencement
ZF4 1 x 108 cellules/mL
ZFL 1,25 x 108 cellules/mL
RTgill-w1 2,5 x 108 cellules/mL
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Les densités cellulaires d’ensemencement permettent d’atteindre le stade de la sub-
confluence aprés 6 jours de culture. Elles ont été déterminées par I’Ingénieur d’Etude Clément
Bojic et I’ Assistante Ingénieure Justine Flayac, lors de la validation des protocoles de culture.
Pour établir ces densités cellulaires d’ensemencement, des courbes de croissance ont été
réalisées pour des conditions d’ensemencement différentes (données non présentées dans ce
manuscrit de these). Le milieu des flasques est renouvelé tous les 3 jours. Les cellules ne sont

pas amplifiées au-dela de 20 passages pour éviter une dérive génétique.
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Figure 17. Procédure d’amplification des cellules ZF4 et ZFL de Danio rerio, et RTgill-W1 d’Oncorhynchus mykiss.
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2. Cultures primaires de glandes digestives de Corbicula fluminea

Le protocole est adapté des travaux menés sur Dreissena polymorpha par Quinn et al.
(2009). Les conditions de culture (i.e., osmolarit¢ du milieu, ratio et température de
dissociation, condition d’ensemencement, et maintien des cultures) ont été optimisées lors
d’essais préliminaires sur les tissus branchiaux et de glandes digestives de Corbicula fluminea.
Ces essais ont été réalisés dans le cadre d’un stage de Master 2 (2016) et de DESU (2017) au
laboratoire LIEC sous la direction du Pr. Carole Cossu-Leguille (données non montrées dans
ce manuscrit de these). La composition du milieu de culture et les solutions pour la réalisation

des cultures primaires sont détaillées dans les annexes 2 a 4.

2.1. Dissection, décontamination, et dissociation tissulaire des glandes digestives

Trois jours avant le début de la dissociation tissulaire, 3 corbicules sont isolées dans un
cristallisoir contenant du milieu synthétique d’¢élevage. Pendant 1’isolement, les individus ne
sont pas nourris pour eviter une contamination des cultures primaires in fine par Chlorella
vulgaris. Apres cette période, sous un PSM de type Il les bivalves sont disséqués, puis les
glandes digestives sont récupérées et déposées dans une solution de tampon salin stérile SBS
(étape 1 a 3, Figure 18). Pour éviter une contamination microbienne des cultures, les glandes
digestives sont décontaminées (étape 4 a 6, Figure 18). Aprés avoir découpé les tissus en
morceaux (1 a2 mm?), 3 bains d’antibiotiques (10 mL ATB) et un rincage au SBS sont effectués
successivement, selon des durées et des concentrations en antibiotiques variables (ATB 4X
pendant 30 minutes ; ATB 2X pendant 20 minutes ; ATB 1X pendant 10 minutes ; rincage au
SBS pendant 10 minutes). Ensuite, les glandes digestives sont dissociées par une digestion
enzymatique a la pronase a 0,025 % (w/v) sous agitation pendant 8 h a 4 °C (étape 6 a 9, Figure
18).

2.2. Mise en culture des cellules primaires de glandes digestives

Sous un PSM de type Il, la solution de dissociation est filtrée en utilisant un tamis
cellulaire de 40 pum (Dutscher, réf : 149025). La solution est ensuite centrifugée (123 x g ; 10
minutes ; 15 °C), avant que le culot ne soit mis en suspension par 10 mL de SBS (étape 10 a
12, Figure 18). Cette étape est reproduite une deuxiéme fois pour éliminer les résidus de

pronase, et limiter le nombre de débris cellulaires dans les cultures (étape 13 et 14, Figure 18).
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Les cellules sont centrifugées une troisieme fois (123 x g; 10 minutes; 15 °C) avant de
reprendre le culot par 5 mL de milieu de culture complet (étape 15 et 16, Figure 18). La viabilité
et la densité des cellules sont numérées a la cellule de Malassez au microscope optique
(grossissement X 40). La numération est réalisée en utilisant la méthode de rétention au rouge
neutre a 0,1 % (v/v) (Sigma-Aldrich, réf : N4638-5G). Cet indicateur de I’intégrité lysosomale
permet de distinguer les cellules viables en colorant les lysosomes en rouge (i.e., rétention du
colorant liée a la perméabilisation de la membrane lysosomale), contrairement a ceux des
cellules mortes (i.e., dégradation de la membrane lysosomale relarguant, par conséquent, le
colorant) qui restent incolores. Aprés la numération, la suspension est ajustée a une densité
cellulaire finale de 5 x 10° cellules/mL, puis celle-ci est répartie dans plusieurs flasques Ts.
Enfin, les flasques sont placées dans une enceinte thermostatée (Eurochef, 15 °C; 0 % CO> ;

atmosphére humide) (étape 16 a 18, Figure 18).

63



Matériels et Méthodes

- O

Transfert des tissus

dans un microtube

Rincage a I’eau courante et placement Dissection des 3 bivalves (3 cm)

des 3 corbicules sous un PSM de type IT Récupération et disposition des
tissus dans une boite de Pétri

Décontamination des bivalves a I’éthanol contenant une solution de SBS

70 % (v/v)
[ DECONTAMINATION = Bains d’antibiotiques ]

CONONON

Estimation de la masse de Sous un PSM de type II, découpage des ATB 4X ATB 2X ATB 1X Rincage avec

©

tissus tissus en des morceaux de 1 3 2 mm? (30 min) (20 min) (10 min) du SBS

- DECONTAMINATION - DISSOCIATION TISSULAIRE DES}

= —_—
E g'mt'fnnwi

2

=

: -

=

]

E Disposition des tissus dans une solution de pronase a Dissociation des tissus sous agitation
5 0,025 % (w/v) avec un rapport (masse tissu / volume pendant 8 h a 4 °C

&)

pronase) constant et égal 2 16 dans un erlenmeyer de

|

100 mL

ey
&

—»@—»@

Aprés 8 h, filtration de la solution de Centrifugation Prélevement du surnageant et Centrifugation

dissociation sur un tamis cellulaire de (15°C ; 123 x g ; 10 min) reprise du culot par 10 mL de SBS (15°C ;123 x g ; 10 min)

40 pm monté sur un tube de 50 mL

Prélevement du surnageant et reprise du

® [

Prélevement du surnageant et Centrifugation

culot avec 5 mL de milieu Leibovitz’s L-15

Numération de la viabilité et de la densité

des cellules, puis ajustement de la densité

cellulaire a 5 x 10° cellules/mL
reprise du culot par 10 mL de SBS (15°C ;123 x g ; 10 min)

: ARRET DE LA DISSOCIATION TISSULAIRE ET OBTENTION DE LA | 1™ ETAPE : DISSECTION

CULTURE PRIMAIRE DES GLANDES DIGESTIVES

=

: Disposition de la suspension ‘ Incubation (15 °C ; 0 % CO; ;
F

= cellulaire dans des flasques T atmosphére humide)

Figure 18. Protocole détaillé mis en ceuvre pour le développement des cultures primaires de glandes digestives de

Corbicula fluminea.
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Chap. III — Essais menés sur les lignées cellulaires de poissons

1. Evaluation de la toxicité des Lanthanides

1.1. Mesure de la viabilité cellulaire

Pour évaluer la toxicité des Lanthanides sur les lignées cellulaires de poissons, nous avons
choisi de mesurer la viabilité cellulaire au moyen du test MTT (bromure de 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium) établi par Mosmann (1983). Le principe du test
repose sur la réduction du sel de tétrazolium en formazan par la succinate déshydrogénase.
Cette enzyme est fonctionnelle uniquement dans les mitochondries actives des cellules
vivantes. La quantité de formazan ainsi produite est proportionnelle a 1’activité métabolique des

cellules.

1.1.1. Préparation des solutions utilisées

Des solutions méres de Lanthanides (5 g/L en concentration de sel) ont été préparées par
I’ Assistante Ingénieure Daniele Pauly au laboratoire LIEC a partir des sels de Lanthanides :
LaCls-7H20 (réf: 262072), CeClz-7H2O (réf: 228931), Pr(NOs)3-6H.0 (réf: 205133),
Nd(NO3)3-6H20 (réf : 289175), Sm(NO3)3-6H20 (réf : 518247), EuClz-6H20 (réf : 212881),
GdClz-6H.0 (réf : G7532), ThClz-6H,0 (réf : 212903), Dy(NO3)3-6H.0 (réf : 298158), HoCls-
6H20 (réf : 289213), Er(NOz)3-5H20 (réf : 298166), Tm(NO3)3-5H20 (réf : 325996), YbCls-
6H.0 (réf : 337927), et LuCls-6H,0 (réf : 298131). Tous les sels provenaient de Sigma-Aldrich
a St. Louis, Missouri U.S.A, leur pureté était de 99,9 %.

Le sel de sodium MK571 (ref : M7571), et I’acide éthacrynique (réf : SML1083) ont été
achetés chez Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri U.S.A. Le probénécide (réf: P36400)
provenait de Molecular Probes® Invitrogen detection technologies, Québec, Canada. La pureté
chimique de ces différents composés était supérieure a 95,0 %. A partir des poudres, des
solutions meéres ont été préparées a une concentration de 93 mM pour le MK571, 33 mM pour
I’acide éthacrynique, et 250 mM pour le probénécide. En pratique, une ampoule de 25 mg de
MKS571 est reconstituée dans 500 pL (w/v) de DMSO. Une ampoule de 10 mg d’acide

éthacrynique est solubilisée dans 1 mL (w/v) de DMSO. Une ampoule de 77 mg de probénécide
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est recomposee dans 1 mL (w/v) de PBS 1X. Ces solutions meres sont aliquotées (100 pL) et
stockees a -20 °C.

Une solution mere de dioxyde de silicium (1 g/L) a été préparée en dissolvant des pastilles
de gels de silice (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri U.S.A, réf: 227196) dans de ’eau
ultrapure. La pureté des pastilles de gels de silice était de 100 %.

Deux jours avant le début des expériences, les concentrations d’exposition ont été
préparées en diluant les solutions méres dans les milieux respectifs sous un PSM de type II,
puis stockées a 4 °C. Ces préparations ont été concentrées 4 fois (i.e., concentrations
individuelles des Lanthanides, Dotarem®, dioxyde de silicium, et d’inhibiteurs) ou 8 fois (i.e.,
concentrations des Lanthanides en mélanges binaires) par rapport aux concentrations nominales
finales dans les milieux d’exposition. Par ailleurs, les solvants utilisés pour la préparation des
inhibiteurs n’excédaient pas une concentration finale de 0,1 % de DMSO et de 1 % de PBS 1X

dans le milieu d’exposition des cellules ZF4 de Danio rerio (Tableau 11).

Tableau 11. Volume d’inhibiteur ajouté dans le milieu d’exposition (V=20 mL) des cellules ZF4 de Danio rerio.

Inhibiteur Volume d’inhibiteur Volume de milieu de culture
MK571 (0,1 % DMSO) 28,6 uL 19,9714 mL

Probénécide (1 % PBS) 212,5 pL 19,7875 mL

Acide éthacrynique (0,1 % DMSO) 20 pL 19,980 mL

1.1.2. Ensemencement des cellules en microplaque 96 puits

Six jours avant le début des expériences, les lignées cellulaires de poissons ont eté
cultivées dans des conditions standard de culture. Quand la confluence est atteinte (90 %), les
cellules sont trypsinées et numérées a la cellule de Malassez au microscope optique selon la
méthode d’exclusion au bleu de trypan a 0,4 % (v/v). Aprés la numération, la densité est ajustée
a2 x 10° cellules/mL pour les cellules ZF4, 1 x 10° cellules/mL pour les cellules ZFL, et 3,5 x
10° cellules/mL pour les cellules RTgill-W1 (étape 1, Figure 19). A I’aide d’une pipette
multicanaux, 100 uL de suspension cellulaire homogénéisée sont déposés dans chaque puits
d’une microplaque 96 puits, excepté dans les lignes A et H et les colonnes 1 et 12 (étape 2 et 3,

Figure 19) afin de limiter les effets de bord. Chaque puits est ensuite complété par 100 pL de
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milieu de culture complet (90 pL de milieu complet sans SVF pour les cellules ZFL). Pour les
cellules ZFL, apres avoir vérifié 1’adhésion cellulaire au microscope optique a contraste de
phase inversée (grossissement X 40) au bout de 30 minutes d’incubation, les puits sont
complétés par 10 puL de SVF (étape 4 a 6, Figure 19). Les lignes A et H et les colonnes 1 et 12
sont remplies par 200 pL d’eau ultrapure (étape 7, Figure 19). La microplaque est placée
pendant 24 h dans un incubateur ayant des conditions de température et de CO> identiques a
celles utilisées lors de la culture des cellules ZF4 et ZFL de Danio rerio, et RTgill-W1

d’Oncorhynchus mykiss (étape 8, Figure 19).

1.1.3. Exposition des lignées cellulaires

Lors des expositions, le nombre de cellules par puits est de 20 000 cellules ZF4, 10 000
cellules ZFL, et 35 000 cellules RTgill-W1. Ces quantités de cellules permettent d’obtenir une
confluence de 90 % dans les puits apres 4 jours de culture, produisant un signal de lecture
optimale pour les témoins. Elles ont été sélectionnées apres avoir testé pour 96 h différentes
conditions d’ensemencement cellulaire lors d’essais préliminaires (données non montrées dans
ce manuscrit de thése). Apres 24 h d’incubation, le milieu de culture des puits est aspiré, et les
cellules sont rincées avec 100 pL de milieu complet sans SVF pour enlever les débris cellulaires
(étape 1 et 2, Figure 20). Dans les puits, le milieu est aspiré une nouvelle fois avant de déposer
150 pL de milieu complet (étape 3 et 4, Figure 20) et 50 pL de solution du composé toxique

(cellules exposées) ou d’eau ultrapure (cellules témoins) (étape 5 et 6, Figure 20).

1.1.4. Arrét des expositions et révelation du test MTT

A la fin de la durée d’exposition, une solution de tétrazolium est préparée a une
concentration de 5 mg/mL, en dissolvant 30 mg de poudre de MTT (Sigma-Aldrich, réf:
M2128) dans 6 mL d’une solution tampon phosphate saline PBS 1X (Eurobio, réf:
CSP1PBS01-01). La solution est ensuite filtrée (0,22 um) sous un PSM de type |1 (étape 1 a 3,
Figure 21). Dans chaque puits contenant les cellules témoins et exposées, 20 uL de MTT sont
ajoutés (étape 4, Figure 21). Apres une incubation de 3 h 30 et avoir veérifié au microscope
optique la formation de cristaux de formazan, le milieu d’exposition est aspiré (étape 5 a 7,
Figure 21). Les cristaux sont dissous en ajoutant 100 pL de DMSO dans chaque puits, puis la

microplaque est agitée pendant 4 minutes (étape 8 a 10, Figure 21). Enfin, les absorbances sont

67



Matériels et Méthodes

mesurées a 570 nm avec le lecteur de microplaque (Asys Expert Plus ; excitation : 544 nm ;
émission : 580 nm) (étape 11, Figure 21).
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Incubation pour 24 h de la microplague

Figure 19. Essai de cytotoxicité : MTT — Premiére étape du protocole pour I’ensemencement des cellules.
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Figure 20. Essai de cytotoxicité : MTT — Deuxiéme étape du protocole mis en ceuvre lors du lancement des expositions.
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Figure 21. Essai de cytotoxicité : MTT — Troisiéme étape du protocole apres arrét des expositions et révélation au test MTT.
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1.2. Toxicité individuelle des sels de Lanthanides

Tout d’abord, les cellules ZF4 ont été exposées pendant 24, 48, 72, et 96 h aux 14 sels de
Lanthanides (La®* au Lu®*) & une gamme de concentrations nominales de 0 — 0,5 — 5 —50 — 500
— 1000 - 1500 -2 000 et 3000 uM. En accord avec les différents acteurs du projet ANR
ECOTREE, nous avons sélectionné ensuite un Lanthanide Léger (Nd**), Intermédiaire (Gd*"),
et Lourd (Yb®") afin d’étudier les possibles différences de toxicité entre les éléments sur
d’autres mode¢les cellulaires. Ainsi, les effets toxiques individuels de ces 3 éléments retenus ont
été étudiés sur les cellules ZFL et RTgill-W1 dans des conditions d’exposition identiques aux
cellules ZF4. Les expositions ont été réalisées avec 4 réplicats par condition.

1.3. Impact des agrégats de Lanthanides

L’impact des agrégats de Lanthanides sur la toxicité observée sur nos modeéles cellulaires
a été étudié avec du dioxyde de silicium (SiOz). Cette molécule inerte est capable de précipiter
en présence de composes organiques et de former des agrégats. Ainsi, les cellules ZF4 ont été
exposées durant 24, 48, 72, et 96 h a une gamme de concentrations nominalesde 0 — 1,2 — 12 —
120 — 1 200 — 2 400 — 4 000 — 5 000 et 8 000 puM de SiO.. A titre informatif, cette gamme
correspondait aux concentrations massiques qui ont été évaluées en moyenne pour les
Lanthanides allant de 0,075 mg/L (i.e., 0,5 uM) a 500 mg/L (i.e., 3 000 puM). Les expositions
ont éte réalisees avec 6 réplicats par condition.

1.4. Toxicité d’un agent de contraste gadoliné

Outre la toxicité individuelle des sels de Lanthanides, la toxicité éventuelle de ces
éléments sous leur forme chélate a été étudiée au moyen d’un agent de contraste gadoliné, i.e.,
le Dotarem®. Les cellules ZF4 ont été exposées pendant 24, 48, 72, et 96 h & une gamme de
concentrations nominales de 0 — 0,5 -5 - 50 — 500 — 1 000 — 1 500 — 2 000 et 3 000 uM de

Dotarem®. Les expositions ont été réalisées avec 4 réplicats par condition.
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1.5. Toxicité des sels de Lanthanides en mélanges

Pour une meilleure représentation environnementale, la toxicité des sels de Lanthanides

en mélanges a été étudiée sur les différentes lignées cellulaires de poissons. Les concentrations

nominales retenues pour les expositions correspondaient aux valeurs des concentrations

effectives des Lanthanides (i.e., CEs, CEuo, et CEsp a t = 96 h) déterminées sur les cellules ZF4.
Respectivement, ces concentrations sont : 164, 235, et 672 uM pour le Nd** ; 220, 290, et 849
UM pour le Gd®" ; 149, 209, et 576 pM pour I’Yb%*. Les cellules ZF4 ont été exposées a de

multiples mélanges binaires, alors que les cellules ZFL et RTgill-W1 n’ont été exposées qu’a

quelques-unes de ces conditions (Tableau 12). Les expositions ont été réalisées pour une durée

d’exposition de 96 h, répétées 3 fois avec 6 réplicats par condition.

Tableau 12. Concentrations nominales des Lanthanides testées individuellement et en mélanges binaires sur les

cellules ZF4. Le texte en caractére gras correspond aux conditions testées sur les cellules ZFL et RTgill-W1.

Témoin

Lanthanide

164 uM Nd3* 220 uM Gad3* 149 uM Yb3*
235 UM Nd** 290 UM Gd®* 209 UM Yb?¥*
672 UM Nd®* 849 uM Gd** 576 UM Yb3*
Mélange binaire de Lanthanide

Nd* + Gd** Nd3* + Yb3* Gd® + Yb®*

164 pM Nd3* + 220 uM Gd3*
164 uM Nd3* + 290 pM Gd®*
164 pM Nd®* + 849 uM Gd3*
235 UM Nd3 + 220 pM Gd3
235 UM Nd3 + 290 pM Gd3
672 UM Nd3 + 220 uM Gd3*
672 UM Nd3 + 849 uM Gd3*

164 pM Nd® + 149 pM Yb®*
164 pM Nd3 + 209 pM Yb3*
164 pM Nd* + 576 pM Yb3*
235 pM Nd® + 149 pM Yb*
235 pM Nd® + 209 pM Yb**
672 UM Nd® + 149 pM Yb*
672 uM Nd3 + 576 pM Yb?*

220 uM Gd** + 149 pM Yb**
220 uM Gd** + 209 pM Yb**
220 uM Gd** + 576 pM Yb**
290 pM Gd®* + 149 uM Yb*
290 pM Gd® + 209 uM Yb*
849 UM Gd®* + 149 uM Yb*
849 M Gd®* + 576 UM Yb*
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1.6. Etude du réle des protéines membranaires MRP-like dans la détoxification
cellulaire des sels de Lanthanides

Le role des protéines membranaires MRP-like dans la détoxification cellulaire des
Lanthanides a été étudié¢ a I’aide de MK571 et de probénécide. Le sel de sodium MKS571 est
connu pour étre un antagoniste des récepteurs leucotriene D4 (LTD4) et un inhibiteur des
protéines MRP-like (Koley et Bard, 2012). L’acide benzoique probénécide est connu pour
inhiber les polypeptides transporteurs d’anions organiques (OAT) et les protéines
membranaires MRP-like (Janneh et al., 2007). Le choix des composés et de leurs concentrations
a été fait sur la base des résultats des travaux de Long et al. (2011a,b,c). Ces auteurs ont montré
I’impact de ces inhibiteurs sur la toxicit¢ du cadmium, du mercure, et de ’arsenic dans les
cellules ZF4 de Danio rerio. Notre essai a été réalisé en deux temps. Tout d’abord, les cellules
ZF4 ont été exposées a des multiples concentrations de Lanthanides en présence et en absence
des inhibiteurs. Ensuite et au regard des premiers résultats, nous avons voulu déterminer si sans
induire d’impact direct sur la viabilité des cellules ZF4, les inhibiteurs de MRP-like pouvaient

impacter la toxicité des Lanthanides au cours du temps (Tableau 13).

1.7. Evaluation du réle des glutathion-S-transférases dans la détoxification cellulaire

des sels de Lanthanides

Afin de déterminer le role des glutathion-S-transférases dans la détoxification cellulaire
des Lanthanides, la toxicité du gadolinium a été mesurée en présence ou non d’acide
éthacrynique, pour des durées et des concentrations d’exposition variables (Tableau 14). Cet
inhibiteur est connu pour bloquer le co-transporteur sodium-potassium-chlorure (Na-K-Cl)
(Ploemen et al., 1993 ; Allocati et al., 2018), et pour avoir montré un impact sur la toxicité du
mercure, du cadmium, et de I’arsenic dans les cellules ZF4 de Danio rerio (Long et al.,
2011a,b,c).
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Tableau 13. Conditions d’exposition des cellules ZF4 de Danio rerio a différentes concentrations d’inhibiteurs et de Lanthanides testées seules et en mélanges.

Temps Concentration de MK571 (a) et de Concentration de Lanthanide Nombre de réplicats et de répétitions
probénécide (b) de Dessai
96 h () 0 et 100 uM Nd*, Gd**, et Yb* :0-0,5-5-50-500- 6 réplicats par condition, 1 répétition
(b) 0 et 2 000 uM 1000 - 1500 -2 000 et 3000 uM
96 h (a)0-5-10-25-50¢et 100 uM Nd®* : 0—-235et 672 uM 6 réplicats par condition, 3 répétitions
(b) 0100 — 250 — 500 - 1 000 et 2 000 Gd* : 0—290 et 849 uM
uM Yb® : 0209 et 576 uM
24,48,72,et  (a) 0et 100 uM Nd** : 0 et 672 uM 6 réplicats par condition, 3 répétitions
96 h (b) 0 et 2 000 pM Gd* : 0 et 849 uM
Yb* :0et 576 uM
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Tableau 14. Conditions d’exposition des cellules ZF4 de Danio rerio a différentes concentrations d’acide éthacrynique et de gadolinium (Gd®*) testées seules et en mélanges.

Temps Concentration d’acide Concentration de Lanthanide Nombre de réplicats et de répétitions
éthacrynique de Dessai
96 h Oet10 uM Gd*:0-0,5-5-50-500 -1 000 - 6 réplicats par condition, 1 répétition

1500 - 2 000 et 3000 uM
96 h 0-0,1-1-5et10uM Gd® : 0—290 et 849 uM 6 réplicats par condition, 3 répétitions

24,48,72,et96 h Oet10 uM Gd®* : 0 et 849 uM 6 réplicats par condition, 3 répétitions
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1.8. Expression des résultats

La viabilité cellulaire (exprimé en pourcentage) est calculé selon 2 méthodes. La 1°®
méthode de calcul (Eq. 1) est utilisée pour mettre en évidence la toxicité individuelle et en
mélange des composés testés sur les lignées cellulaires. La 2°™ méthode de calcul (Eq. 2) est
employée pour déterminer uniquement la toxicité des Lanthanides testés en presence des

différents inhibiteurs : MK571, probénécide, ou acide éthacrynique sur les cellules ZF4.

Viabilité cellulaire (%) = (absorbance des cellules exposées / absorbance des cellules témoins)
x 100.

(Eq. 1)

Viabilité cellulaire (%) = (absorbance des cellules exposées & une concentration de Lanthanide
et a une concentration d’inhibiteur / absorbance des cellules exposées uniquement a la méme

concentration d’inhibiteur) x 100.
(Eq. 2)

2. Mesure des concentrations de Lanthanides

Les concentrations de Nd®*, de Gd*', et d’Yb®" ont été mesurées pour connaitre les
concentrations réelles d’exposition des cellules, et déterminer si ces ¢léments sont
biodisponibles dans les milieux de culture. Les mesures ont été realisées par ICP-MS au
laboratoire Mer, Molécules, Santé (MMS, EA 2160) a Nantes en France, partenaire de I’ANR
ECOTREE. Elles ont été mesurées a To et apres 96 h d’exposition dans les milieux d’exposition
non filtrés et filtrés des cellules ZF4 et ZFL de Danio rerio, et RTgill-W1 d’Oncorhynchus
mykiss, et sur les filtres. Chaque milieu de culture a été supplémente par différentes solutions
de Lanthanides seuls ou en melanges (condition exposee ; valeurs de CEs, CE1o, et CEso des
Lanthanides déterminées sur les cellules ZF4 a t =96 h), ou d’eau ultrapure (condition témoin).
Toutes les mesures ont été faites en présence (condition biotique) et en absence (condition
abiotique) des cellules.

En pratique, des flasques de culture T7s contenant 19,5 mL de milieu complet sont
supplémentées par 6,5 mL de solution de Lanthanides ou d’eau ultrapure (Figure 22).
Immédiatement aprés la préparation (To) et apres 96 h d’exposition (Tgs), la moitié de milieu

est prélevée et acidifiée pour une concentration finale de 1 % (v/v) avec de 1’acide nitrique
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(HNO3) concentré a 65 %. L’autre moitié est filtrée sur une membrane de nitrocellulose de 0,45
pum (Merck Millipore, réf : HAWPO4700). Préalablement, les membranes de nitrocellulose sont
rincées en les filtrant par 100 mL d’HNOs3 préparé a 1 % (v/v) et par 1 L d’eau ultrapure dans
le but d’éliminer toutes les particules résiduelles. Enfin, le filtrat est acidifié pour une
concentration finale de 1 % (v/v) avec du HNO3s concentré a 65 %. Toutes les solutions
acidifiées et les filtres sont stockés & 4 °C avant les analyses par ICP-MS. Les résultats sont
exprimés en pourcentage et ont été calculés sur la base des résultats analytiques, i.e., le rapport

entre les concentrations réelles et les concentrations nominales d’exposition.
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avant la filtration des milienx de culture (Tog) flasque sur la membrane de nitrocellulose dans un tube et stockage a 4 °C

Figure 22. Protocole pour la mesure par ICP-MS des concentrations nominales en Nd®*, en Gd**, et en Yb®" dans le milieu de culture des cellules ZF4 et ZFL de Danio rerio,

et RTgill-W1 d’Oncorhynchus mykiss (conditions biotique et abiotique), immédiatement apres la supplémentation (To) et aprés 96 h (Tes) d’incubation.
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Chap. IV — Essais menés sur les cultures primaires de glandes digestives

de Corbicula fluminea

1. Evaluation de la toxicité des Lanthanides

1.1. Validation de la sensibilité des cultures primaires

Avant de mesurer la toxicité des Lanthanides, la sensibilité des cultures primaires de
glandes digestives de Corbicula fluminea a été étudiée a I’aide du peroxyde d’hydrogene. Pour
cette étude, les cellules primaires ont été exposées pendant 30 minutes a une gamme de
concentrations de 0 — 0,015 — 0,0375 — 0,15 — 0,75 — 1,50 — 3,75 et 7,5 % en peroxyde
d’hydrogéne. Les expositions ont été effectuées au 1%, 2°me, 3¥™¢ M€ et 7°M jour de culture.

Les expositions ont été réalisées avec des triplicats par condition.

1.1.1. Préparation du peroxyde d’hydrogene

La solution commerciale en peroxyde d’hydrogéne (H202 concentré a 30 % ; Sigma-
Aldrich, réf : H1009) a été titrée au laboratoire LIEC. La solution mére a été diluée au 1/500°,
au 1/1000¢, et au 1/2000° dans de 1’eau ultrapure, puis les absorbances ont été mesurées a 280
nm au spectrophotométre (Specord® 205, AnalytikJena). A partir des valeurs d’absorbance, la

pureté de la solution mére a été calculée d’apres la loi de Beer-Lambert: A=¢g. L. ¢

A : absorbance (sans unité)

¢ : coefficient d’absorption molaire (L/mol/cm?)

| : trajet optique (1 cm)

¢ : concentration molaire de la substance (mol/L)

L’analyse apres titration a montré une dégradation de 4 % de la solution mere de H20x.
En considérant cette dégradation dans nos essais, les concentrations d’exposition ont été
préparees en diluant la solution mére H>O> concentrée a 26 % dans du milieu Leibovitz’s L-15
a 10 % de SVF (v/v).
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1.1.2. Exposition des cellules primaires au peroxyde d’hydrogéne

Un jour avant le début des expositions, une culture primaire de glandes digestives de
Corbicula fluminea a été obtenue. Cette culture présentait une viabilité cellulaire dont le taux
était supérieur a 70 % et une densité cellulaire de 5 x 10° cellules/mL. Un jour aprés la mise en
culture, les cellules primaires sont mises en suspension a 1’aide d’un scraper de 0,45 um
(Thermo Fisher Scientific, Nunc™), puis cette suspension est prélevée et répartie dans des
microtubes (1 mL) (étape 1, Figure 23). Apres une centrifugation, le surnageant est aspiré et le
culot cellulaire de chaque microtube est repris par 1 mL de milieu complet contenant le
peroxyde d’hydrogéne a la concentration désirée (étape 2 et 3, Figure 23). Apres 30 minutes
d’incubation, les microtubes sont centrifugés (123 x g ; 10 minutes ; 15 °C), puis les surnageants

sont aspirés, et les culots cellulaires sont repris par 1 mL de SBS (étape 4 a 6, Figure 23).

L @\ Elimination du surnageant et reprise du
% culot cellulaire par 1 mL de milieu
‘ @ | - @ Leibovitz’s L-15 contenant x % de peroxyde

d’hydrogéne

Disposition d*une suspension cellulaire Centrifugation

2 une densité de 5 x 10° celulles/mL (123x g; 10min ; 15°C) @
Am— Elimination du surnageant et reprise du
[ ]
@ : ‘ ® _ culot cellulaire par 1 mL de SBS
Incubation pour 30 min dans une étuve Centrifugation

(15°C; 0 % CO,; atmosphére humide) (123x g: 10min ; 15°C)

Figure 23. Protocole mis en ceuvre pour les expositions des cellules primaires de Corbicula fluminea au peroxyde

d’hydrogene.
1.2. Toxicité individuelle des sels de Lanthanides

Cet essai visait a démontrer la pertinence des cultures primaires de Corbicula fluminea
pour évaluer la toxicité des Lanthanides. Pour ce faire, les cellules primaires ont été exposees
pendant 96 h aux 14 sels de Lanthanides (La®* au Lu®*) a une concentration nominale finale de
1 mM dans le milieu de culture Leibovitz’s L-15a 10 % de SVF. Le choix de cette concentration
d’exposition a été fait d’apres les résultats mis en évidence par Laville et al. (2004). Ces auteurs

ont montré un impact cytotoxique du GdCls sur les cellules primaires d’hépatocytes
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d’Oncorhynchus mykiss, avec une valeur calculée de CEso de 956 uM (i.e., 150 mg/L) apres
une exposition de 24 h. Les expositions n’ont pu étre réalisées qu'une fois avec des triplicats
par condition, en raison d’une contamination par Mycellium sp., dans les dernieres cultures

primaires.

1.2.1. Préparation des concentrations des sels de Lanthanides

Les concentrations individuelles des sels de Lanthanides ont été préparées comme décrit
précédemment lors des essais réalisés sur les lignées cellulaires de poissons (cf. Matériels et

Méthodes — 111. 1.1.1. Préparation des solutions utilisées).

1.2.2. Exposition des cellules primaires aux Lanthanides

24 heures avant le début des expositions, une culture primaire de Corbicula fluminea a
été obtenue. Cette culture presentait une viabilité cellulaire dont le taux était supérieur a 70 %
et une densité cellulaire de 5 x 10° cellules/mL. Un jour aprés la mise en culture, les cellules
primaires sont mises en suspension a 1’aide d’un scraper de 0,45 um (Thermo Fisher Scientific,
Nunc™), puis les flasques sont poolées. La densité cellulaire est mesurée en cytométrie de flux
et ajustée a 54 x 10° cellules/mL (étape 2 & 4, Figure 24). A partir du pool cellulaire
homogénéisé (aspirations et refoulements), des flasques T2s (4,5 mL) sont préparées (étape 5,
Figure 24) et complétées par 0,5 mL de solution de Lanthanide (cellules exposées) ou d’eau
ultrapure (cellules témoins) (étape 6, Figure 24). Pendant 1’exposition, la densité cellulaire
finale est de 5 x 10° cellules/mL. Par une série d’aspirations et de refoulements, le milieu est
homogénéisé, avant de placer les flasques dans un incubateur & 15 °C (étape 7, Figure 24). A la
fin de la durée d’exposition, les cellules primaires sont mises en suspension a I’aide d’un scraper
de 0,45 um (étape 8, Figure 24), puis transférées dans des tubes pour étre centrifugées (123 x
g; 10 minutes) (étape 9 et 10, Figure 24). Le milieu d’exposition est aspiré, et le culot de chaque
tube est repris par 5 mL de SBS (étape 11 et 12, Figure 24). En parallele de ces expositions, des
témoins positifs sont réalisés en exposant les cellules primaires pendant 30 minutes a 0,75 %
de peroxyde d’hydrogene. Le protocole de cette exposition est identique a celui décrit

précédemment pour I’essai du peroxyde d’hydrogene sur les cellules primaires.
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Figure 24. Protocole détaillé des expositions aux Lanthanides des cellules primaires de glandes digestives de

Corbicula fluminea.

1.3. Analyse de la densité et de la viabilité cellulaire en cytométrie de flux

Pour évaluer la toxicité du peroxyde d’hydrogéne et des Lanthanides sur les cultures
primaires de glandes digestives de Corbicula fluminea, nous avons choisi de mesurer la viabilité
et la densité des cellules en cytométrie de flux (BD accuri 6). Le protocole a été mis au point
au laboratoire LIEC avec la collaboration du Dr. Bénédicte Sohm, et repose sur un principe de

double marquage de la viabilité / mortalité cellulaire par la calcéine-AM (Ca-AM) et I’iodure
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de propidium (IP). La calcéine-AM (calceine-acétoxyméthyle) va pénétrer toutes les cellules
possédant des estérases actives. Celles-ci vont cliver par hydrolyse enzymatique la calcéine-
AM et libérer la calcéine fluorescente. Le nombre de cellules viables est mesuré a partir d’un
pic d’acquisition en FL1 (excitation : 495 nm ; émission : 515 nm). L’iodure de propidium
(diiodure de 3,8-diamino-5--6-phénylphénantridinium), quant a lui, va entrer uniquement dans
les cellules dont les membranes sont endommagées et devenir fluorescent en se liant a I’ADN.
Le nombre de cellules mortes est mesuré sur un pic d’acquisition en FL3 (excitation : 305 nm ;

émission : 538 /617 nm).

1.3.1. Préparation de la solution de double marquage Ca-AM / IP

Une solution mére a 1 mM a été préparée pour le marqueur Ca-AM (Invitrogen™
Molecular Probes™ Thermo Fisher Scientific, réf : C1430). Une ampoule de 1 mg de Ca-AM
est reconstituée en ajoutant 50 pL (w/v) de DMSO. La solution est ensuite aliquotée (5 uL) et
complétée par de 1’eau ultrapure (45 pL) pour une concentration finale de 100 uM. Ces aliquots
sont stockés a -80 °C. Quant a la solution de double marquage Ca-AM / IP, elle est préparée le
jour de I’analyse. Celle-ci se compose de 10 uL de Ca-AM a 100 puM, 5 pL de iodure de
propidium a 1 mg/mL (Sigma-Aldrich, réf : P4864), et 1 mL de SBS.

1.3.2. Mesure des échantillons en cytométrie de flux

Apres le traitement des €chantillons au peroxyde d’hydrogéne ou aux Lanthanides, des
microtubes de suspension cellulaire (1 mL) sont préparés pour chaque condition d’exposition
(étape 1, Figure 25). Apres une centrifugation des microtubes (123 x g ; 10 minutes ; 15 °C), le
surnageant est aspiré, et le culot est mis en suspension par 1 mL de SBS (étape 2 et 3, Figure
25). Par la suite, la suspension cellulaire de chaque microtube est répartie dans deux autres
microtubes (200 uL) (etape 4, Figure 25). Ceux-ci sont centrifugés, et les surnageants sont
aspirés. Enfin, les culots sont repris par 200 L de la solution de double marquage Ca-AM / IP
ou par 200 pL de SBS (étape 5 et 6, Figure 25). Les suspensions cellulaires homogénéisées
(aspirations et refoulements) sont disposées en microplaque 96 puits (200 pL / puits). Aprés 15
minutes d’incubation a I’obscurité, la microplaque est lue au cytométre en flux (20 000

évenements ; seuil de détection a 25 000) (étape 7 et 8, Figure 25).
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Figure 25. Protocole détaillé pour la mise en ccuvre du double marquage des cellules primaires de glandes

digestives de Corbicula fluminea par la méthode Ca-AM / IP en cytométrie de flux.
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1.4. Expression des résultats

A partir des données d’acquisition, le nombre de cellules viables (FL1) et mortes (FL3)
dans un volume d’échantillon analysé, atteignant 20 000 événements, est déterminé en placant
graphiquement des seuils (i.e., régions ou limites séparant les cellules comptées des débris
cellulaires et des artéfacts). Un seuil est également placé sur une troisieme acquisition (FL1 vs
FL3), afin d’¢éliminer les cellules doublement marquées qui apparaissent a la fois sur les
données FL1 et FL3. A partir des seuils en FL1, en FL3, et en FL1 vs FL3, le nombre total de

cellules (Eqg. 3), la densité (Eqg. 4) et la viabilité (Eq. 5) cellulaire sont calculés.

Nombre total de cellules = Nombre de cellules viables L) + Nombre de cellules mortes rL3) —

Nombre de cellules doublement marquées (L1 vs FL3)
(Ea. 3)

Densité cellulaire (cellules/mL) = (Nombre total de cellules / Volume pL d’échantillon analysé)

x 1000
(Eq. 4)

Viabilité cellulaire (%) = (Nombre de cellules viables 1) / Nombre total de cellules) x 100
(Eq. 5)

A partir de ces données, I’effet cytotoxique induit par le peroxyde d’hydrogéne ou les

Lanthanides est calculé. Cet effet est le rapport de densité entre les cellules exposées et témoins,

en considérant uniquement la densité des populations viables dans les échantillons.
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Chap. V — Traitements statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuees en utilisant le logiciel R (version 4.0.0,

package DRC, R Development Core Team, 2020).

1. Analyses de la toxicité des Lanthanides sur les lignées cellulaires de poissons

1.1. Analyse de la toxicité individuelle des Lanthanides

Pour les expositions impliquant une gamme de concentrations de Lanthanide, de dioxyde
de silicium, ou d’agent de contraste gadoliné (Dotarem®), une courbe dose-réponse est
modélisée a partir des données de viabilité cellulaire en utilisant la fonction de distribution
cumulative (CDF) du modéle log-logistique. A partir de ces modeéles, les concentrations
effectives (CE) correspondant a 5 % (CEs), 10 % (CEx1o), et 50 % (CEsp) d’effet toxique sur la

viabilité cellulaire avec les intervalles de confiance a 95 % sont calculés.

Pour déterminer s’il existe une différence éventuelle de sensibilité entre les lignées
cellulaires de poissons, une analyse de la variance (ANOVA 3 facteur avec interactions ; seuil
de significativité a = 0,01) a été effectuée, en considérant ’effet du Lanthanide, le type
cellulaire, et I’effet du temps sur les valeurs de toxicité (i.e., CEso aprés une transformation
logarithmique). Pour ce faire, I’analyse a €té réalisée selon un plan factoriel complet associées
aux facteurs « Lanthanide » (2 niveaux : Nd**, Yb3*), « Type cellulaire » (3 niveaux : ZF4, ZFL,
et RTgill-W1), et « Temps » (4 niveaux : 24 h, 48 h, 72 h, et 96 h).

Dans les essais évaluant les roles des protéines membranaires MRP-like et des glutathion-
S-transférases dans la détoxification cellulaire des Lanthanides, une analyse de la variance est
réalisée (ANOVA 1 facteur ; seuil de significativité o = 0,01). Cette analyse permet de mettre
en évidence I’impact de la concentration des inhibiteurs MRP-like et des GST sur la toxicité

des Lanthanides.

Pour étudier I’impact des inhibiteurs MRP-like et des GST sur la toxicité des Lanthanides
au cours du temps, les réponses observées pour un temps d’exposition donné sont comparées

deux a deux, ¢’est a dire en comparant la toxicité du Lanthanide en présence et en absence d’une
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concentration d’inhibiteur a 1’aide d’une analyse de la variance (ANOVA 2 facteurs ; seuil de
significativité a = 0,01). Pour cela, ’analyse a été réalisée selon un plan factoriel complet
associées aux facteurs « Concentration en inhibiteur » (2 niveaux: Présence d’une
concentration en inhibiteur, Abscence d’une concentration en inhibiteur), et « Temps » (4
niveaux : 24 h, 48 h, 72 h, et 96 h).

Pour I’ensemble de ces tests, 1’homoscédasticité et la normalité de distribution des
données a I’intérieur de chaque groupe sont vérifiées respectivement par le test de Levene et de
Shapiro-Wilk au seuil de significativité fixé a a = 0,05. Pour chaque analyse de la variance,
lorsque des différences significatives sont montrées, un test de comparaison post-hoc deux a
deux (test de Tukey HSD) est employé pour préciser les différences entre les groupes.

1.2. Analyse de la toxicité des mélanges de Lanthanides

Préalablement, I’hypothése de ’homogénéité des variances dans les groupes de réplicats,
associées aux différentes combinaisons de concentrations considérées est testée en utilisant le
test de Levene (i.e., test de Brown-Forsythe pour I’homogénéité des variances). Par la suite, le
modele de régression linéaire log-logistique pondérée (WLR) est utilisé pour décrire la variation
de viabilité cellulaire, comme une fonction de concentrations des deux Lanthanides dans chaque

mélange étudié. Le modele considére également leur interaction, dénoté par le signe * (Eq. 6).

Logio (viabilité cellulaire) = B1 Lanthanide 1 + B2 Lanthanide 2 + p1» Lanthanide 1 * Lanthanide
2

(Eq. 6)

L’utilisation du modéle WLR est motivée, d’une part, par son aptitude a mieux répondre
aux exigences des méthodes statistiques paramétriques (i.e., normalité et homogénéité de la
variance), et d’autre part, pour examiner la nature multiplicative des effets toxiques sur la
viabilité des cellules exposées aux mélanges de Lanthanides. La pondération assignée a chaque
point dans les données est la moyenne de viabilité cellulaire de la condition considérée. Le test
des coefficients de regression (i.e., 1, B2, et B12), ainsi que 1’obtention des mode¢les ajustés sont
effectués en utilisant une procédure descendante par étape avec un seuil de signification fixé a
a= 0,01, pour tous les tests statistiques. La réponse prédite dans chaque mélange par le modele
WLR est traitée graphiquement en utilisant la méthode des surfaces de réponses (approche
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RSM, package plot3D du logiciel R). Les viabilités cellulaires calculés a partir de chaque
modele ajusté sont ainsi représentés a la fois dans un graphique en 3D de surface et dans un
graphique en 2D des contours de toxicité.

2. Analyse de la toxicité des Lanthanides sur les cultures primaires de glandes

digestives de Corbicula fluminea

2.1. Analyse de la sensibilité des cultures primaires suite a des expositions au peroxyde

d’hydrogéne

Des courbes dose-réponses sont modélisées a partir des données de cytotoxicité obtenues
a la suite des expositions des cultures primaires de glandes digestives de Corbicula fluminea au
peroxyde d’hydrogene. Par conséquent, les concentrations effectives (i.e., CEs, CE1o, et CExo)

associées a leurs intervalles de confiance a 95 % sont calculés.

2.2. Analyse de la toxicité des sels de Lanthanides sur les cultures primaires

La toxicité des 14 sels de Lanthanides sur les cultures primaires de glandes digestives de
Corbicula fluminea est étudiée a I’aide d’une analyse de la variance (ANOVA 1 facteur ; seuil
de significativité a = 0,01). Cette analyse compare les réponses d’effet cytotoxique de chaque
condition d’exposition. Lorsque des effets significatifs sont observés par le test de ’ANOVA,

un test de comparaison post-hoc deux par deux (test de Tukey HSD) est appliqué.

Afin de mettre en évidence I’existence éventuelle d’une relation entre la toxicité et la
masse atomique des Lanthanides, un test de corrélation de Pearson (p < 0,01) est effectué sur
les données de cytotoxicite des 14 Lanthanides sur les cellules primaires de glandes digestives
de Corbicula fluminea.

L’homoscédasticité et la normalité de distribution des données a I’intérieur de chaque

groupe sont vérifiées respectivement par le test de Levene et de Shapiro-Wilk au seuil de

significativité fixé a a = 0,05.

89



90



Résultats

91




Résultats

92



Résultats

Chap. I — Etude de la toxicité individuelle et en mélange des Lanthanides

sur différentes lignées cellulaires de poissons (ARTICLE)

Depuis 30 ans, les Lanthanides sont devenus des métaux d’une importance cruciale en
raison de leur utilisation croissante dans les nouvelles technologies. La surexploitation des
Lanthanides a contribué, par conséquent, a une libération importante de ces composeés via les
rejets miniers, hospitaliers, et industriels vers le compartiment aquatique. En 1’absence de
législation, les Lanthanides sont a I’heure actuelle toujours déversés dans les eaux
superficielles. Cependant, dans une politiqgue mondiale de développement durable qui vise a
préserver la qualité des écosystémes, I’impact toxique des Lanthanides sur les organismes qui
vivent dans ces écosystémes est un sujet d’actualité. Au regard de la littérature les données
d’écotoxicité des Lanthanides disponibles, restent limitées et ne permettent pas de conclure sur
la toxicité individuelle des Lanthanides. Par ailleurs, les études relatant de la toxicité de ces
éléments en mélanges sont également peu nombreuses, et aucune conclusion n’a été établie

concernant leurs effets (i.e., antagonisme, additivité, synergie).

Afin d’apporter des nouvelles connaissances concernant la toxicité cellulaire des
Lanthanides, ces travaux ont été réalisés en utilisant les lignées cellulaires ZF4 (ATCC®, CRL-
2050™) et ZFL (ATCC®, CRL-2643™) de Danio rerio, et la lignée cellulaire RTgill-W1
(ATCC®, CRL-2523™) d’Oncorhynchus mykiss. Notre étude avait pour objectif d’évaluer la
toxicité seule et en mélange de trois Lanthanides retenus dans le programme ANR ECOTREE,
i.e., le néodyme, le gadolinium et I’ytterbium, et de vérifier si leur toxicité peut étre considérée
comme representative de celle des autres Lanthanides Légers, Intermédiaires, et Lourds. Pour
comprendre I’impact toxique des Lanthanides, nous avons déterminé quelle était la
biodisponibilité de ces métaux dans les miliecux d’essai. Pour cela, les concentrations
d’exposition du Nd®*, du Gd**, et de I’Yb>" testés seuls et en mélange ont été mesurées par ICP-
MS dans le milieu de culture de chaque lignée cellulaire. Pour étudier la toxicité des
Lanthanides, les cellules ZF4 ont été exposées pendant 24, 48, 72, et 96 h aux 14 Lanthanides
(La%* au Lu®*) & des concentrations nominales comprises entre 0 et 3 000 pM. Les cellules ZFL
et RTgill-W1 ont, quant a elles, été exposées au néodyme et a I’ytterbium, dans des conditions
d’exposition identiques aux cellules ZF4. Pour une meilleure représentation de la situation

environnementale, la toxicité des Lanthanides en mélanges a aussi été évaluée. Pour ce faire,
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’impact toxique de différents mélanges binaires constitués de Nd**, de Gd®*, et d’Yb*" a été
étudié sur la lignée ZF4, tandis que différents mélanges binaires constitués de Nd** et d’Yb?*
ont été testés sur les cellules ZFL et RTgill-W1. Les trois lignées cellulaires de poissons

exposees pendant 96 heures.

Les résultats des analyses par ICP-MS ont montré des concentrations réelles des
Lanthanides trés proches des concentrations nominales d’exposition dans le milieu de culture
des cellules ZF4, ZFL, et RTgill-W1 (85 a 99 %). En rapport avec I’absence d’impact de
dioxyde de silicium (testé a des concentrations similaires a celles des Lanthanides utilisés) sur
la viabilité des cellules ZF4, nous avons considéré qu’une faible présence d’agrégats de
Lanthanides n’impactait pas la toxicité cellulaire observée lors de nos manipulations. Nos
résultats ont souligné un impact toxique du Nd**, du Gd®*, et de I’Yb3* sur les cellules ZF4 et
ZFL de Danio rerio, ainsi que sur les cellules RTgill-W1 d’Oncorhynchus mykiss. Cet impact
toxique s’observait clairement par une diminution graduelle de la viabilité des lignées
cellulaires de poissons aux plus fortes concentrations de Lanthanides, apres 24, 48, 72, et 96 h
d’exposition. L’évaluation de la toxicité des 14 Lanthanides sur les cellules ZF4 de Danio rerio
a mis en évidence une toxicité plus marquée pour les quatre Lanthanides les plus lourds (Er®*,
Tm®, Yb%, et Lu®") alors que I’Eu®, un Lanthanide Léger et le Th®, un Lanthanide
Intermédiaire, présentent la toxicité la plus faible. En ce qui concerne 1’évaluation de la toxicité
des Lanthanides en mélanges, des effets de synergie sont observés pour toutes les conditions
évaluées et sur toutes les lignées cellulaires. Globalement, 1’utilisation des approches in vitro
couplées a I'utilisation de mod¢les statistiques apparaissent comme des outils pertinents pour

évaluer le risque écotoxicologique des Lanthanides.
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Abstract

The growing use of Lanthanides in new technologies has increased their anthropogenic releases
into the aquatic environment over the last decades. However, knowledge on their
ecotoxicological impacts is still incomplete, especially with regard to biological effects of
Lanthanides mixtures and the possible regular variation in toxicity along the Lanthanides series.
The present study evaluated individual toxicity of all Lanthanides and mixtures toxicity of three
of them, namely Neodymium (Nd**), Gadolinium (Gd**), and Ytterbium (Yb3®") on Danio rerio
fibroblast-like cells (ZF4). Individual and mixtures toxicity of Neodymium (Nd*") and
Ytterbium (Yb®") were also assessed on Danio rerio hepatic cells (ZFL) and Oncorhynchus
mykiss epithelial cells (RTgill-W1). The measured Lanthanide concentrations were close to the
nominal ones in the culture media of ZF4, ZFL, and RTgill-W1 cells (85 to 99 %). A toxic
impact was observed on the three fish cell lines exposed to all Lanthanides tested individually.
Four Lanthanides (Er®*, Tm**, Yb%*, and Lu®*) showed a higher toxicity than the others on ZF4
cells but no correlation could be established between the toxicity of Lanthanides and the order
of the elements within the Lanthanides series. Exposures to binary mixtures highlighted the
presence of synergistic effects on cell viability for all cell lines. Our study supports the need of

further studies to understand the toxicity of Lanthanides in aquatic environments.

Keywords: Aquatic ecotoxicology, Lanthanide, Mixture effect, Fish cell line, Cytotoxicity
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1. Introduction

Lanthanides are a group of fifteen elements from Lanthanum (Z = 57) to Lutetium (Z =71)
and may be divided into three groups: light (Lanthanum to Neodymium), medium (Samarium
to Gadolinium), and heavy (Terbium to Lutetium). Due to their chemical and physical
properties (Yoshida et al., 1997), Lanthanides are widely used in various fields such as industry
(Celik et al., 2015), medical (Cabella et al., 2006), and agriculture (Li et al., 2010). In recent
decades, the growing use of Lanthanides has contributed to an increasing release of these
compounds into the aquatic environment (Alonso et al., 2012; Zhang et al., 2017). It is generally
accepted that surface waters are an important pathway in the transport and distribution of
Lanthanides (Verplanck et al., 2010). As a result of these anthropogenic contaminations, the
presence of high level and abnormal Lanthanide concentrations has been worldwide detected
from ng to pg per liter among different aquatic compartments (Bau and Dulski, 1996; Kulaksiz
and Bau, 2013; Perrat et al., 2017). Up to now, except for the Netherlands, no other country has
set regulatory environmental discharge thresholds of Lanthanides (Sneller et al., 2000).

The current literature on the ecotoxicity of Lanthanides is mostly confined to Lanthanum,
Cerium, and Gadolinium, and studies of Lanthanide mixtures remain limited (Herrmann et al.,
2016; Romero et al., 2019; Hanana et al., 2021). Until now, the question of a common toxicity
profile for Lanthanides is not solved, some authors agree with this assumption (Blinova et al.,
2018) while others mentioned a toxicity related to the atomic number (Manusadzianas et al.,
2020). Due to the lack of information, no consensus about the Lanthanide ecotoxicity may be
established. This lack of consensus emphasized the emerging need to investigate the toxicity of
Lanthanides tested alone and in mixtures (Pagano et al., 2015).

Cells are one of the first levels of organization impacted by pollutants (Olabarrieta et al.,

2001), and cell culturing is recognized as a sensitive tool for (eco)toxicity assessment.
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Numerous studies have used in vitro approaches for human health risk assessment of
Lanthanides, but few of them have dealt with aquatic ecotoxicological investigations (Pagano
etal., 2015).

In this context, the aim of our study was to assess the cellular ecotoxicity of Lanthanides.
This evaluation was performed by using three fish cell lines, i.e., ZF4 (ATCC® CRL-2050™)
and ZFL (ATCC® CRL-2643™) cells from Danio rerio and RTgill-W1 (ATCC® CRL-2523™)
cells from Oncorhynchus mykiss.

Firstly, the individual toxic effects of all Lanthanides were determined on ZF4 cells. Then, three
of them, i.e., Neodymium (Nd*"), Gadolinium (Gd®"), and Ytterbium (Yb®*) were tested in
mixtures on ZF4 cells and two of them i.e., Neodymium (Nd3*) and Ytterbium (Yb®*") were
tested alone and in mixtures on ZFL and RT-W1 cells. Differences of toxicity between

Lanthanides alone, in mixtures, and on the different cell lines are discussed.

2. Materials and methods

2.1. Chemicals

Stock solutions (5 g/L as salt concentration) were prepared from the following Lanthanide
salts: LaClz-7H20, CeCls-7H20, Pr(NOs)3-6H20, Nd(NO3)s-6H20, Sm(NO3)3-6H20, EuCls-
6H20, GdClz-6H.0, ThCls-6H20, Dy(NO3)3-6H20, HoCl3-6H20, Er(NO3)s-5H20, Tm(NO3)3-
5H20, YbCls-6H20, and LuCls-6H20, purchased from Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri
U.S.A. The purity of all salts was about 99.9 %. Two days prior to experiments, exposure
concentrations were obtained by diluting the stock solutions in ultrapure water and stored at 4

°C.
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2.2. Cell culture

Cell culture was performed as previously reported by Parant et al. (2019). Briefly: (a) Danio
rerio fibroblast-like cells (ZF4; ATCC® CRL-2050™) were maintained in a humidified chamber
(28 °C, 5 % CO5) in DMEM: F12 medium (ATCC® 30-2006™) supplemented with 10 % (v/v)
fetal calf serum (ATCC® 30-2021™). The medium was renewed every 3 days. Cells were passed
once a week at 1 x 106 cells/flask T7s; (b) Danio rerio hepatic cells (ZFL; ATCC® CRL-2643™)
were cultured in mixed medium composed by 50 % (v/v) Leibovitz’s L-15 medium (ATCC®
30-2008™), 35 % (v/v) DMEM HG (Gibco® by Life Technologie™, ref: 12100), 15 % (v/v)
Ham’s F12 (Gibco® by Life Technologie™, ref: 21700), 0.15 g/L (v/v) sodium bicarbonate
solution (Sigma Aldrich, ref: 58761), 15 mM (v/v) HEPES solution (Sigma Aldrich, ref:
H0887), 0.01 mg/mL (v/v) bovine insulin (Sigma Aldrich, ref: E4127), and 5 % (v/v)
inactivated fetal calf serum (ATCC® 30-2020™). Cells were incubated at 28 °C without CO;
and the medium was renewed every 3 days. Cells were passed twice a week at 1.25 x 10°
cells/flask T7s; (€) Oncorhynchus mykiss epithelial cells (RTgill-W1; ATCC® CRL-2523™)
were maintained at 15 °C without CO2 in Leibovitz’s L-15 medium (Gibco® by Life
Technologie™, ref: 11415-064) supplemented with 10 % (v/v) fetal calf serum (Eurobio”*®s,
ref: CVFSVF00-01). The medium was renewed every 3 days. Cells were passed once a week

at 2.5 x 106 cells/flask T7s.
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2.3. Toxicity assessment of Lanthanides

2.3.1. Toxicity assessment of individual Lanthanides

ZF4 cells were exposed to the fourteen Lanthanides (from Lanthanum to Lutetium) at
nominal concentrations of 0, 0.5, 5, 50, 500, 1000, 1500, 2000, and 3000 uM during 24, 48, 72,
and 96 h, with 4 replicates per condition. For ZFL and RTgill-W1 cells, similar exposure

conditions were conducted in the presence of 2 Lanthanides (Nd** and Yb**).

2.3.2. Toxicity assessment of Lanthanides mixtures

Frequently described as representative of light, medium and heavy Lanthanides, 3
Lanthanides (Nd*", Gd®*", and Yb3*) were chosen for the toxicity assessment of Lanthanides
mixtures on ZF4 cells. Mixtures of Nd*" and Yb*" were tested on ZFL and RTgill-W1 cells.
Nominal Lanthanides concentrations were selected according to EC values (i.e., ECs, ECiy,
ECso) determined on ZF4 cells. Respectively, these concentrations were: 164, 235, and 672 uM
for Nd**; 220, 290, and 849 uM for Gd®*; 149, 209, and 576 puM for Yb**. ZF4 cells were
exposed to multiple binary mixtures while ZFL and RTgill-W1 cells were exposed to some of
these conditions (Table 1). Experiments were performed for 96 h, repeated three times with six

replicates per condition.
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Table 1. Nominal Lanthanide concentrations tested alone and in mixtures on ZF4 cells. Bold text represents the

conditions tested on ZFL and RTgill-W1 cells.

Individual exposures

Nd3* Gd®* Yhb3*
ECs: 164 uM 220 uM 149 uM
ECuo: 235 uM 290 uM 209 uM
ECso: 672 uM 849 uM 576 uM
Mixture exposures
Nd®* + Gd** Nd®* + Yb3* Gd® + Yb*

ECs Nd** + ECs Gd**

ECs Nd** + EC10 Gd**
ECs Nd* + ECso Gd***
EC1o Nd* + ECs Gd**
EC10 Nd* + ECy1o Gd**
ECso Nd** + ECs Gd**
ECso Nd** + ECso Gd**

ECs Nd* + ECs Yb**

ECs Nd** + EC10 YD**
ECs Nd* + ECs Yb**
ECio Nd®* + ECs Yb?*
EC10 Nd* + ECyo Yb**
ECso Nd®* + ECs Yb®*
ECso Nd®* + ECs Yb®*

ECs Gd*+ ECs Yb**
ECs Gd*+ ECyo Yb*
ECs Gd*+ ECso Yb**
ECio Gd**+ ECs Yb**
EC10 Gd*+ ECyo Yb**
ECso Gd**+ ECs Yb**
ECso Gd**+ ECso Yb%*

2.4. Cytotoxicity assay

According to the Mosmann procedure (Mosmann, 1983), cell viability was evaluated using

the MTT reduction assay. Fish cell lines were cultured under standard conditions for 6 days

prior to experiments. Sub-confluent cells were trypsinized and counted according to the trypan

blue exclusion method (0.4 %) (Gibco® by Life Technologie™, ref: 15250061). ZF4, ZFL, and

RTgill-W1 cells were seeded on 96-well plate at initial densities of 2 x 104, 1 x 10, and 3.5 x

10* cells/well in 200 pL of culture medium, respectively. After 96 h of exposure, 20 pL of 5

mg/mL MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) 2,5-diphenyl tetrazolium bromide) was added in

each well for control and exposed cells. After 3.5 h of incubation, the exposure medium was
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removed, and formazan salts were dissolved in 100 pL DMSO under agitation for 4 min.
Absorbance was measured at 570 nm using a microplate spectrophotometer (Asys Expert Plus;
excitation: 544 nm; emission: 580 nm). Cell viability was calculated according to the formula:

cell viability (%) = (absorbance of exposed cells/absorbance of control) x 100.

2.5. Measurement of Lanthanide concentrations

Lanthanide concentrations were measured by Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry (ICP-MS) at the Laboratory Mer, Molécules, Santé (MMS, EA 2160) in Nantes,
France. Measurements were performed in the culture media of ZF4, ZFL, and RTgill-W1 cells.
Each media was supplemented with the individual and mixture concentrations of Lanthanide
reported in Table 1. All solutions were prepared both with (biotic) and without (abiotic) cells.
Immediately after preparation (To) and after 96 h (Tge), half of the medium (representing the
total concentration) was acidified to 1 % (v/v) with concentrated HNO3 65 %. The remaining
medium was filtered on a 0.45 pum nitrocellulose membrane (Millipore, ref: HAWPO4700).
The filtrate obtained, representing the dissolved Lanthanides, was acidified to 1 % (v/v) with
HNO3z 65 % and the filter, representing the undissolved Lanthanides, was stored in a tube. All

acidified solutions and the filters were stored at 4 °C prior to ICP-MS analyses.
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2.6. Statistical methods

2.6.1. Analysis of the individual toxicity of Lanthanides

For each Lanthanide, a dose-response curve was fitted to the viability data using the
cumulative distribution function (CDF) of the log-logistic probability distribution. Effective
concentrations (EC) inducing 5 % (ECs), 10 % (EC10), and 50 % (ECso) effect on the cell
viability with associated 95 % confidence intervals were calculated from these models.

A three-way ANOVA was performed to investigate the effects of Lanthanide, cell type, and
time on toxicity, expressed as ECso, after log transformation. To this end, the analysis was
carried out on the complete factorial design, associated with the factors “Lanthanide” (2 levels:
Nd*3, Yb®") "Cell" (3 levels: ZF4, ZFL, RTgill-W1), and "Time" (4 levels: 24h, 48h, 72h and
96h), respectively.

Analyses were performed using R software (version 4.0.0, DRC package, R Development

Core Team, 2020).

2.6.2. Analysis of the toxicity of Lanthanides mixtures

The toxicity of Lanthanide mixtures was analyzed using parametric statistical methods. The
hypothesis of homogeneity of variances within replicate groups, associated with the different
combinations of concentrations considered, was preliminarily tested using the modified Levene
test (i.e., the Brown-Forsythe test for the homogeneity of variances).

A weighted log-linear regression model (WLR) was used to describe the variation of cell
viability, as a function of two Lanthanide concentrations in each mixture. The model also

considered an interaction term, denoted by the sign * in Equation 1:
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Logio (cell viability) = po + p1 Lanthanide 1 + 4, Lanthanide 2 + 1> Lanthanide 1 *
Lanthanide 2
Eq.1

The use of the WLR model is motivated, on the one hand, by its ability to better meet the
requirements of parametric statistical methods (i.e., normality and variance homogeneity) and,
on the other hand, to consider the multiplicative nature of the toxic effects on cell viability of
the Lanthanides in the mixtures. The weight assigned to each data point was the mean cell
viability of the assay (i.e., the condition considered) to which it belonged.

The testing of the regression coefficients (i.e., fo, f1, f2, and p12), and the subsequent
construction of the fitted regression models, was carried out following a backward stepwise
procedure with a significance threshold set at o = 0.01 for all statistical tests.

The predicted response in each mixture with the WLR model was graphically processed
using the response surface methodology (RSM approach). The viability rates calculated from
each fitted model were thus represented in both a 3D surface plot and a 2D contour plot.
Statistical analyses were performed using R software (version 4.0.0, plot3D package, R

Development Core Team, 2020).
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3. Results

3.1. Lanthanide concentrations in culture media

As described in Materials and Methods (Table 1) a large panel of concentrations was
measured for three Lanthanides (Yb®", Nd** and Gd®*) after supplementation of the medium
(To) and after 96h (Tos) of exposure. Fig. 1A shows results obtained for one concentration of
Yb®* on ZF4 cell medium. These results are representative of those obtained with other
Lanthanides for all tested concentrations on ZF4 cells (data not shown). Similar trends were
observed for the three Lanthanides in ZFL and RTgills-W1 culture media (Fig. S1).

For all tested conditions regardless of Lanthanides, Lanthanides concentration alone or in
mixtures and cell lines, total concentrations measured at To and after Tos Were between 85 and
99 % of the nominal ones (Fig. 1B). In the remainder of the paper, Lanthanide concentrations
will therefore be expressed as the corresponding nominal values for all results. Regarding
quantification in abiotic conditions, the concentration of Lanthanides measured in the unfiltered
medium (i.e. “measured total concentration”) was of the same order of magnitude than the one
measured in the filtrate, just after supplementation (To) and after 96 h (Teen) of exposure for all
cell culture media. These results suggested that most of the Lanthanides were dissolved in the
culture media and that undissolved fraction was negligible (less than 5% of the total measured
concentration).

The same trend was observed in the presence of cells (biotic condition) after 96 h of

exposure. (Fig. 1B).
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Fig. 1. (A) Concentration (mg/L) of Ytterbium (Yb®*) under abiotic and biotic conditions after the supplementation
(To) and after 96 h (Teen) Of exposure in the media of ZF4 cells. (B) percentage of nominal concentration
considering all tested conditions under abiotic and biotic conditions after the supplementation (To) and after 96 h
(Tesn) Of exposure in the media regardless of Lanthanides, Lanthanides concentration (alone or in mixtures) and

cell lines. Data are expressed as the mean + one standard deviation (n = 3) per condition.

3.2. Impact of Lanthanides on ZF4 cells

3.2.1. Individual toxicity of 14 Lanthanides on ZF4 cells

The toxicity of the fourteen Lanthanides (from Lanthanum to Lutetium) was assessed on
ZF4 cells. Dose-response curves obtained for Neodymium, Gadolinium and Ytterbium for 24
to 96 h of exposure are given in Fig. 2 (dose-response curves for the other Lanthanides are
presented in Fig. S2).

ZF4 cell viability was not impacted by the lowest concentrations (from 0.5 to 50 uM), but
decreased for concentrations ranging from 500 to 3000 pM, and 100 % mortality was observed

at 3000 pM, from 48h of exposure.
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Fig. 2. Dose-response curves for the viability of ZF4 cells exposed for 24 to 96 h to Neodymium (A), Gadolinium
(B) and Ytterbium (C) at nominal concentrations ranging from 0.5 to 3000 uM. Data are expressed as the mean +

one standard deviation (n = 3) per condition.

According to ECsg values, Lanthanides were significantly more toxic (1.3 — 2 times) after
48, 72, and 96 h of exposure (Table 2 and Table S1) when compared to 24 h of exposure. After
96 h of exposure, Er¥*, Tm3*, Yb®, and Lu** were the most toxic elements toward ZF4 cells
with ECso values < 600 uM, whereas Eu®" and Th** presented the lowest toxicity with ECso

values > 1000 pM.
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Table 2. Effective concentrations (with associated 95 % confidence intervals between square brackets) inducing

50 % (ECso) of the effect on ZF4 cell viability. Values were calculated from dose-response curves obtained after

96 h of exposure to fourteen Lanthanides.

ECs [95 % CI]

Lanthanide Time (h) Molarity concentration (UM)

24 1633 [1430 - 1836] 1188 [1014 - 1363]

48 1027 [916 - 1139] 994 [845 - 1143]
Lanthanum 72 966 [862 - 1071] Terbium 928 [799 - 1056]

96 864 [760 - 969] 1069 [865 - 1273]

24 1546 [1304 - 1788] 1079 [809 - 1349]

48 907 [792 - 1023] 753 [661 - 845]
Cerium 72 835 [700 - 971] Dysprosium 674 [610 - 739]

96 760 [663 - 857] 668 [593 - 744]

24 1951 [1318 - 2585] 1131 [978 - 1283]

48 800 [675 - 924] 936 [778 - 1093]
Praseodymium 72 883 [770 - 996] Holmium 805 [683 - 926]

96 793 [706 - 879] 673 [547 - 799]

24 1504 [1287 - 1722] 731 [638 - 825]

48 665 [557 - 773] 583 [517 - 649]
Neodymium 72 583 [525 - 641] Erbium 570 [530 - 609]

96 672 [567 - 776] 480 [449 - 512]

24 1479 [1193 - 1766] 1360 [1181 - 1539]

48 858 [646 - 1071] 777 [659 - 895]
Samarium 72 841 [700 - 982] Thulium 747 [635 - 860]

96 823 [696 - 950] 501 [298 - 705]

24 1500 [1235 - 1765] 1342 [1201 - 1482]

48 1003 [834 - 1173] 698 [638 - 758]
Europium 72 1053 [911 - 1196] Ytterbium 715 [611 - 818]

96 1047 [917 - 1178] 576 [488 - 665]

24 1601 [1319 - 1882] 1145 [1001 - 1289]

48 919 [758 - 1079] 587 [493 - 680]
Gadolinium 72 890 [747 - 1032] Lutetium 312 [0 - 650]

96 849 [717 - 981] 242 [79 - 404]
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3.2.2. Toxicity of Nd**, Gd**, and Yb?** mixtures on ZF4 cells

ZF4 cells were exposed for 96 h to different concentrations of 3 Lanthanides (Nd**, Gd®*,
and Yb*"), tested individually and in binary mixtures. Mixture experiments were conducted
using the ECs, EC10, and ECso values calculated on ZF4 cells after 96 h of exposure.

As shown in Table 3, the cell viability was reduced in the presence of Lanthanides for all tested

conditions.

109



Résultats

Table 3. ZF4 cell viability calculated after 96 h of exposure to Neodymium (Nd3*), Gadolinium (Gd**), and
Ytterbium (Yb®*) tested alone and in mixtures. Experiments were repeated three times with six replicates per
condition. The percentage of cell viability corresponding to each condition was expressed as the mean * one

standard deviation in parentheses.

Lanthanide Mixture Nd3* + Yb3*

Condition Cell viability (%)  Condition Cell viability (%)
Control 100 (1) ECs No** + ECs Yb®* 69 (+6)
ECs Nd3*. 164 pM 93 (+ 4) ECs Nd3* + EC1o Yb3* 58 (+ 11)
ECs Gd3*. 220 pM 89 (+ 4) ECsNd3* + ECsoYb% 30 (+ 9)
ECs Yb®. 149 pM 81 (+2) EC10Nd® + ECsYb3* 58 (+ 13)
EC10 Nd3*: 235uM 85 (+ 2) EC1o Nd3 + ECyo Yb** 54 (+7)
EC10 Gd**:290 uM 80 (£ 4) ECso Nd®** + ECs Yb3* 44 (£ 14)
EC10 Yb**:209 uM 70 (£ 5) ECso Nd3* + ECsp Yb** 4 (£3)
ECso Nd®. 672 pM 48 (+ 11)
ECso Gd**: 849 uM 51(x7)
ECso Yb3*.576 pM 51 (+5)

Mixture Nd* + Gd®* Mixture Gd* + Yb3*
Condition Cell viability (%)  Condition Cell viability (%)
ECs Nd* + ECs Gd** 80 (£ 4) ECs Gd®* + ECs Yb* 61 (x5)
ECsNd** + EC10 Gd** 75 (£ 6) ECs Gd** + ECyo Yb3* 53 (£8)
ECs Nd** + ECso Gd** 31(x2) ECs Gd** + ECso Yb** 43 (+ 6)
EC10 Nd®* + ECs Gd3* 76 (+ 4) EC10 Gd®* + ECs Yb3* 54 (+7)
EC10 Nd3* + EC1o GdB* 69 (+ 2) EC10 Gd3* + EC1o Yh3* 49 (+ 4)
ECso Nd®* + ECs Gd®* 22 (x9) ECso Gd** + ECs Yb** 40 (£ 10)
ECso Nd3* + ECsp Gd** 4(+4) ECso Gd3* + ECsp Yb** 12 (£ 11)

To understand this toxicity, the combined effects of Lanthanides in mixtures were studied.
The assumption of homogeneity of the variance of the data within the various conditions was
not rejected for any mixture examined (Levene test, p > 0.05). Thus, a WLR analysis was
performed using all available viability data. The fitted models presented in Table S2 express

the variation of cell viability for each mixture studied according to the regression model in Eq.1.
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The values resulting from the fitting procedure (i.e., F-test, p < 10%; r2 > 0.88; residual
coefficient of variation < 15 %) suggested both high explanatory power and good predictive
capacity of the fitted models. Moreover, all regression coefficients in these models were
statistically significant (p < 0.01) and negative. This indicates a toxic effect of each of the two
Lanthanides, as well as the existence of a synergistic effect for each of the binary mixtures
considered.

The predicted combined effect of each mixture was explored using the RSM approach.
Thus, the effects for the Nd** and Yb** mixture were represented on the 3D plot of the
regression surface (Fig. 3A), as well as by the 2D survival level contours, i.e., the isobologram
in Fig. 3B.

The synergistic effect, which means that the combination of two lanthanides shows a higher
toxicity than expected from the individual components, can be seen from the isobologram in
Fig. 3B. Indeed, in the presence of an interaction effect, the isoboles are curved, while they
would be straight lines in the absence of interaction. Furthermore, the curvature of the lines
(i.e., concavity or convexity) helps to decide between antagonism and synergy, respectively.
Here, the convexity of the isoboles in Fig. 3B reflects a synergistic effect. The same
phenomenon was observed for the other mixtures examined in the present study (Fig. S3 and
Fig.4). Finally, the fitted model, presented in Table S2, show that this synergistic effect is more

pronounced at higher concentrations.
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Fig. 3. (A) Three-dimensional response surface plot (3D) showing the combined effect of the Neodymium (Nd3*)
and Ytterbium (Yh®) mixtures on the viability of ZF4 cells after 96 h of exposure; (B) Two-dimensional level
contour plots (2D), i.e. isobologram showing the relationship between combinations of Neodymium (Nd**) and
Ytterbium (Yb®*) concentrations to attain predetermined values of ZF4 cell viability after 96 h of exposure (print

in color).

3.3. Impact of Lanthanides on ZFL and RTgill-W1 cells

3.3.1. Individual Toxicity of Nd** and Yb®*on ZFL and RTgill-W1 cells

Cells were exposed to Nd**and Yb** under the same conditions as ZF4 cells. The responses of
ZFL (Fig. S4) and RTgill-W1 (Fig. S5) cells were like those observed for ZF4 cells. Indeed,
results showed no effect of the lowest Lanthanide concentrations (from 0.5 to 50 uM) and a

gradual decrease in cell viability for Lanthanide concentrations ranging from 500 to 3000 uM.
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Table 4. Effective concentrations (with associated 95 % confidence intervals in brackets) inducing 50 % (ECso)
loss in cell viability in ZF4, ZFL, and RTgill-W1 cell lines exposed to Neodymium and Ytterbium. Values were

calculated from dose-response curves after 24, 48, 72, and 96 h of exposure to Neodymium and Ytterbium.

ECs [95 % CI]

Lanthanide  Time (h) ZF4 ZFL RTgill-w1

Neodymium 24 1504 [1287 - 1722] 1666 [1405 - 1926] 1509 [1392 - 1625]

48 665 [557 - 773] 616 [506 - 727] 1420 [1207 - 1633]
72 583 [525 - 641] 566 [511-620] 1018 [865 - 1170]
96 672 [567 - 776] 461 [417 - 505] 799 [697 - 901]
Ytterbium 24 1342[1201-1482] 1359 [1160 - 1558] 1494 [1348 - 1640]
48 698 [638-758]  952[827-1078] 1558 [1343 - 1773]
72 715 [611 - 818] 630[529-732] 964 [849 - 1081]
96 576 [488 - 665] 565 [498 - 632] 840 [774 - 906]

The three-way ANOVA, performed on the data in Table 4, leads to the following conclusions:
(1) there is no statistically significant difference between the mean ECso of the two Lanthanides
considered (p>0.30); (ii) there are differences between the three cell lines: specifically, the
mean ECso value observed for RTgill-W1 cells is significantly higher than the corresponding
values of ZF4 and ZFL cells (p<10-), which are not statistically different from each other; and
(i) the mean ECsos observed for all factors decrease with time (p<1073).

Thus, based on ECs values, the toxicity of Lanthanides increased from 24 to 96 h for all three
cell lines (Table 4). RTgill-W1 cells seemed to be less sensitive than ZF4 and ZFL cells, from
48h and especially after 96h of exposure. Based on ECso values, Nd*" was clearly more toxic

for ZFL cells compared to ZF4 and RTgill-W1 cells after 96h of exposure.
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3.3.2. Toxicity of Nd®* and Yb3®** mixtures on ZFL and RTgill-W1 cells
y

To determine whether the toxicity induced by the Lanthanide mixtures on ZF4 cells varied
among cell lines, ZFL and RTgill-W1 cells were exposed for 96 h to different Nd** and Yb**
concentrations, tested alone and in mixtures. The tested concentrations are ECs, EC10 and ECso
values obtained on ZF4 cells.

As shown in Table 5, the viability of ZFL and RTgill-W1 cells was reduced in the presence of
Lanthanides. For these experiments, it may be also noted that the RTgill-W1 cells were less
sensitive, with higher viability of cells exposed to Lanthanides tested individually or in binary

mixtures, compared to ZFL cells (two-sided Wilcoxon signed-rank test; p < 0.05).

Table 5. ZFL and RTgill-W1 cell viability calculated after 96 h of exposure to Neodymium (Nd®*) and Ytterbium
(Yb®), tested alone and in mixtures. Experiments were repeated three times with six replicates per condition. The
percentage of cell viability corresponding to each condition was expressed as the mean + one standard deviation

in parentheses.

Cell line

Condition ZFL RTgill-w1
Lanthanide Control 100 (= 4) 100 (£ 5)

ECs Nd**: 164 uM 74 (£ 6) 99 (+ 10)

ECso Nd**: 672 uM 48 (£ 6) 63 (£ 5)

ECs Yb3*: 149 uM 79 (£ 13) 100 (£ 6)

ECso Yb%: 576 uM 50 (£ 11) 72 (+9)
Mixture Nd3* + Yb3* ECs Nd** + ECs Yb¥* 70 (£ 15) 82 (£5)

ECso Nd** + ECsoYb®* 1(zx1) 39(x9)

Furthermore, the combined effect of Nd®* and Yb3* in the mixture was assessed both on

ZFL and RTgill-W1 cells by performing a WLR analysis, as previously described for ZF4 cells.
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The values obtained from the fitting procedure (i.e., F-test, p < 10 r2 > 0.88, residual
coefficient of variation < 15 %) indicated a good fit of the models to the experimental data, as
well as high explanatory power and good predictive ability. As shown in Table S3, all
regression coefficients of the fitted models were statistically significant (p < 0.01) and negative.
This result led to the same conclusion as for ZF4 cells, namely that a synergistic effect existed
in addition to the direct effects of Nd®** and Yb®* on both-ZFL and RTgill-W1 cells.

As observed on ZFL (Fig. 4A) and RTgill-W1 cells (Fig. 4C), the 3D surface plots showed that
for a given Nd** concentration, the toxicity increased with the Yb®" concentration, and vice
versa. However, the toxicity of Lanthanide mixtures was lower for RTgill-W1 cells, with cell
viability ranging from 45 to 100 % (Fig. 4C) than for ZFL cells (Fig. 4A).

In addition to the fitted models in Table S3, which highlighted the presence of a synergistic
effect, the 2D contour plots, i.e., the isobolograms in Fig. 4B and Fig.4D, allow visualization
of this effect for both cell lines. However, the synergistic effect appears to be more pronounced
for ZFL cells than for RTgill-W1 cells, as the convexity of the isoboles is more marked in Fig.

4B than in Fig. 4D, respectively
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Fig. 4. Three-dimensional response surface plots (3D) showing the combined effect of Neodymium (Nd®*) and

Yiterbium (Yb®*) mixtures on the viability of ZFL (A) and RTgill-W1 (C) cells after 96 h of exposure. Two-

dimensional contour plots (2D) i.e. isobolograms showing the relationship between combinations of Neodymium

(Nd®) and Ytterbium (Yb®") concentrations to attain predetermined values of ZFL (B) and RTgill-w1 (D) cell

viability after 96 h of exposure (print in color).
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4. Discussion

In aquatic ecotoxicology, the bioavailability of Lanthanides remains an important issue to
understand their toxicity and assess their environmental risk. Because Lanthanides can form
precipitates in the presence of carbonates, phosphates, and sulfates in culture medium (Petersen
et al., 1974; Ng et al., 2014), Ng et al. (2014) suggested that their toxicity could be linked to
indirect effects caused by such precipitates, as previously demonstrated by Petersen et al.
(1974). The analytical results conducted on total medium spiked with lanthanides and on the
filtrates showed that more that 95% of the Lanthanides were in solution, suggesting that, in our
medium, the precipitation of Lanthanides was negligible. Nevertheless, the mechanical impact
of aggregates, even in few amounts, could not be excluded. Then, it would be of great interest
to assess precisely the size of Lanthanides aggregates and then to evaluate the impact of inert
aggregates with such size on the cell viability. As previously described by Bergna et al. (1994),
silicon dioxide can be organized as aggregates with a size slightly higher than 0.45 pm
(corresponding of the filtering size of our filters) and could be used for such experiments. A
preliminary experiment was conducted in this way (data not shown) and did not show any
toxicity on ZF4 cells at concentrations close to the Lathanides one. Therefore, it might be
assumed that the observed toxicity on fish cell lines during our experiments was mainly induced
by the direct effects of Lanthanides, even in the presence of tiny amounts of aggregates.

Concentration-dependent effects of Lanthanides were reported in vitro on the cell viability
of human (Rucki et al., 2020), rat (Yang et al., 2012), and fish cell lines (Laville et al., 2004),
but also in vivo using bioassays with aquatic organisms (Gonzalez et al., 2015; Romero et al.,
2019; Blinova et al., 2020). Laville et al. (2004) used the MTT assay to investigate Gadolinium
toxicity on primary hepatocyte cells from Oncorhynchus mykiss and hepatocyte cell line

(PLHC-1) from Poeciliopsis lucida. These authors observed a decrease in the cell viability,
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after 24 h of exposure to Gadolinium concentrations ranging from 7 uM to 1 mM. Our results
are in agreement with these observations. For all exposure durations, concentrations-response
curves showed Lanthanide toxicity on ZF4 cells, leading to 100 % mortality at the highest tested
concentrations.

Although several adverse effects of Lanthanides have been previously reported, no
consensus exists as to regular changes in their toxicity along the Lanthanides series. Some
authors (Blinova et al., 2018) suggested that Lanthanides should be considered as a uniform
group with all elements exhibiting similar toxicity, while others mentioned that their toxicity
appears to change as a function of atomic number (Manusadzianas et al., 2020). Our results are
not in agreement with Blinova et al. (2018) nor with Manusadzianas et al. (2020). Indeed, the
impact observed on ZF4 cells shows a high toxicity concerning the four heaviest Lanthanides
(Er¥*, Tm*, Yb*', and Lu®*) but no correlation appears by the comparison of ECso of light and
intermediate Lanthanides depending on their atomic number. Two of them (Eu** and Th**) are
clearly less toxic when the others display a toxicity of the same order. These observations
underlined the need to assess not only La**, Ce**, and Gd*" as frequently mentioned in the
current literature, but also the other Lanthanides, especially the heavy ones, which are the most
toxic but the less studied (Pagano et al., 2015; Herrmann et al., 2016).

Our results clearly show that, in our experimental conditions, all Lanthanides do not induce
the same toxicity without displaying any clear relation between the toxicity and the order of the
elements within the Lanthanides series. From a molecular point of view, the observed
differences of toxicity between Lanthanides could be explained by their abilities to compete
differently within cells with essential metallic ions such as Calcium (Ansoborlo et al., 2006;

Bresson et al., 2011).
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Mixture studies are qualified as a more realistic point of view to determine the effects of
pollutants in aquatic systems (Altenburger et al., 2018). In environmental toxicology, predict
and understand the biological responses induced by the effects of mixtures (i.e., synergism,
additive, or antagonism) is one of the greatest challenges, and at the same time an essential
aspect of ecotoxicological risk assessment (Norwood et al., 2003). To date, few studies were
carried out to assess the impacts of Lanthanide mixtures using various organisms such bacteria,
algae, rotifers, daphnids, ostracods, and fish (Hao et al., 1997; Tai et al., 2010; Tan et al., 2017;
Blinova et al., 2018; Romero et al., 2019; Hanana et al., 2021). In these studies, different
mixture toxicities were observed, according to Lanthanide compositions. Tai et al. (2010)
showed an additive effect for the mixture of fourteen Lanthanides on Skeletetonema costatum,
while a synergistic effect was found on Chlamydomonas reinhardtii in the presence of Sm**,
La*, Ce®, and Eu®* mixture (Tan et al., 2017). In another study on the Ce®*, Gd**, and Lu®*
mixtures, Romero et al. (2019) showed synergistic effects on bacteria and algae, and
antagonistic ones on rotifers, by means on standardized bioassays. Based on these observations,
it is a challenge to analyze the effects of Lanthanide mixtures at the organism level due to the
diversity of studied endpoints, biological variations, stress factors, and sensitivity of the
selected organisms (Liess et al., 2016). Moreover, possible invalid data interpretations may
result due to a lack of statistical analysis of the interaction effects (Kerr and Meador, 1996).
The combination of studies at the cellular level with statistical and modelling methods could be
an interesting approach to overcome these limitations. The results of the WLR analysis and the
RSM approach used in the present study showed no antagonist effects for all mixtures tested
whatever the cell line used. Dose-response curves showed concentration-dependent effects of
Lanthanides on cell viability, as well as synergistic effects for each of the five mixtures
examined mixture, which were more pronounced at higher concentrations after 96 h of

exposure.
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Our results are in accordance with Jonker et al. (2005), namely synergistic effect becoming
more marked at high pollutant concentrations. Although synergistic effect was observed and
confirmed by statistical tests for each of the five mixtures examined in this study, we must
acknowledge that, at this time, we have no mechanistic or biological explanation to offer for
interpreting synergism. Further studies are therefore needed to confirm these observations and
eventually clarify this phenomenon. We suggest that statistical and modelling methods could be
alternative and more powerful tools to predict the toxicity of Lanthanide mixtures compared
with the classical models of concentration addition (Lowe and Muischeck, 1926) and
independent action (Bliss, 1939).

Three fish cell lines were used to evaluate Nd**, Gd®*, and Yb*' toxicity. RTgill-W1
appeared as the less sensitive cells, compared to the two others, exposed on Lanthanides alone
as well as in mixture. Gills are the first tissues in contact with the external medium and possess
potentially more efficient defense mechanisms against external aggressions (Perrat et al., 2017),
which can make them less sensitive than other cellular models. No clear difference of sensitivity
in both individual or mixture toxicity of Lanthanides could be observed between ZF4 and ZFL
cells. Our results suggested that the in vitro approaches to assess the biological responses of
living organisms exposed to abnormal Lanthanide concentrations in aquatic systems can be

useful to compare the sensitivity of cells with various tissue origins.

5. Conclusion

Lanthanides are frequently employed in new technologies and are considered as emerging
pollutants due to their growing release into the aquatic environment. Increased risks of
interaction with living organisms can therefore be expected. In an innovative way, the present

study is conducted from an aquatic environmental point of view by evaluating the cellular
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impact of Lanthanides individually and in mixtures. However, it is still uncertain whether all
Lanthanides have the same toxicity, regarding few studies in the literature carried out on the
toxicity of some elements. Our results highlighted that Nd®*, Gd®*, and Yb®" have a toxic impact
on fish cell lines but could not be considered as representatives of the toxicity of the other light,
medium, and heavy Lanthanides, respectively. The evaluation of the toxicity of the fourteen
Lanthanides on ZF4 cells showed, on the one hand, that the heavy Lanthanides (i.e., Er¥*, Tm*",
Yb?*, and Lu**) were the most toxic and, on the other hand, that Eu** and Th®", one medium
and one light Lanthanide, were the least toxic elements. More generally, these observations did
not show the existence of a relationship between increasing toxicity and atomic mass of
lanthanides. Thus, our results support the need to pursue more investigations on the toxicity of
all the fourteen Lanthanides to better understand their intracellular behavior (specific abilities
to bind with biomolecules and to compete with essential ions) in order to elucidate the reasons
of differences in toxicity among individual elements.

The analysis of Lanthanide mixtures highlighted synergistic effects in all tests conducted
with the three cell lines from two fish models. Synergistic effects became stronger at high
Lanthanide concentrations confirming the need of further research on the toxic potential of their
mixtures in aquatic environments. The use of in vitro approaches coupled with statistical and
modelling methods appears to be an effective way to assess the ecotoxicological risk of

Lanthanides and their mixtures.
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Fig. S1. Concentration (mg/L) of Ytterbium (Yb®*) under abiotic and biotic conditions after the supplementation

(To) and after 96 h (Tgsn) Of exposure in the media of ZFL and RTgill-W1 cells. Data are expressed as the mean £

one standard deviation (n = 3) per condition.
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Fig. S2. Dose-response curves for the viability of ZF4 cells exposed for 24 to 96 h to Lanthanium (A), Cerium
(B), Praseodymium (C), Samarium (D), Europium (E), Terbium (F), Dysprosium (G), Holmium (H), Erbium (1),
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mean * one standard deviation (n = 3) per condition.
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Fig. S3. Three-dimensional response surface plot (3D) showing the effect of Neodymium (Nd®*) and Gadolinium
(Gd*) (A), Gadolinium (Gd®*) and Ytterbium (Yb®) (C), mixture on the viability of ZF4 cells after 96 h of
exposure; Two-dimensional level contour plot (2D) showing the relationship between various combinations of
Neodymium (Nd**) and Gadolinium (Gd®*) (B), Gadolinium (Gd**) and Ytterbium (Yb®*) (D) concentrations to

attain predetermined values of ZF4 cell viability after 96 h of exposure (print in color).
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Fig. S4. Dose-response curves fitted on the viability data of ZFL cells exposed to Neodymium (Nd®") and
Ytterbium (Y©®*) at nominal concentrations ranging from 0.5 to 3000 uM for 24 (A), 48 (B), 72 (C), and 96 h (D).

Data are expressed as the mean + the standard deviation (n = 4) per condition.
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Fig. S5. Dose-response curves fitted on the viability data of RTgill-W1 cells exposed to Neodymium (Nd®*) and
Yiterbium (Yb®*) at nominal concentrations ranging from 0.5 to 3000 uM for 24 (A), 48 (B), 72 (C), and 96 h (D).

Data are expressed as the mean + the standard deviation (n = 4) per condition.
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Table S1. Effective concentrations inducing 5 % (ECs) and 10 % (ECao) effect on ZF4 cell viability with associated

95 % confidence intervals between square brackets. Values are calculated from dose-response curves fitted

obtained for 24, 48, 72, and 96 h of exposure to fourteen Lanthanides.

ECs [95 % CI]

EC1 [95 % CI]

Lanthanide

Time (h)

Molarity concentration (UM)

Lanthanum

Cerium

Praseodymium

Neodymium

Samarium

Europium

Gadolinium

24
48
72
96

24
48
72

96

24
48
72

96

24
48
72

96

24
48
72

96

24
48
72

96

24
48
72

96

213 [103 - 323]
263 [172 - 354]
190 [123 - 258]
261 [162 - 359]

263 [111 - 415]
162 [95 - 229]
154 [74 - 235]

167 [104 - 230]

22 [0 - 56]
182 [95 - 269]
279 [175 - 384]

206 [141 - 271]

151 [44 - 259]
89 [39 - 138]

137 [93 - 181]
164 [65 - 264]

111 [13 - 209]
154 [31 - 277]
167 [80 - 255]

175 [90 - 259]

182 [52 - 312]
183 [80 - 286]
226 [126 - 326]

278 [165 - 391]

114 [27 - 201]
106 [33 - 178]
202 [95 - 310]

220 [94 - 309]

357 [215 - 499]
371 [269 - 474]
288 [206 - 369]
353 [245 - 461]

413 [277 - 598]
251 [167 - 334]
237 [137 - 337]

245 [170 - 320]

69 [0 - 148]
265 [163 - 367]
374 [260 - 488]

290 [215 - 364]

271 [123 - 419]
148 [82 - 214]
197 [146 - 249]

235 [123 - 347]

214 [69 - 359]
238 [85 - 392]
252 [146 - 358]

259 [158 - 360]

310 [138 - 483]
282 [155 - 408]
334 [216 - 452]

389 [262 - 516]

223 [95 - 351]
183 [83 - 282]
295 [169 - 420]

290 [166 - 415]
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Terbium

Dysprosium

Holmium

Erbium

Thulium

Ytterbium

Lutetium

24
48
72
96

24
48
72
96

24
48
72
96

24
48
72
96

24
48
72
96

24
48
72
96

24
48
72
96

98 [33 - 162]

247 [128 - 365]
204 [113 - 295]
340 [118 - 563]

32[0-70]

196 [125 - 268]
175 [125 - 226]
183 [123 - 243]

236 [127 - 345]
219 [104 - 334]
186 [104 - 269]
110 [46 - 173]

116 [66 - 167]
149 [95 - 203]
231 [180 - 281]
212 [146 - 278]

148 [63 - 233]
109 [51 - 166]
140 [72 - 208]
60 [0 - 143]

55 [26 - 84]
203 [148 - 257]
187 [108 - 265]
148 [80 - 216]

132 [67 - 198]
94 [45 - 144]
27[0-112]
140 - 38]

184 [89 - 279]

351 [215 - 487]
300 [191 - 408]
455 [216 - 694]

79 [34 - 149]

276 [195 - 358]
247 [190 - 304]
254 [187 - 321]

352 [223 - 480]
317 [183 - 451]
270 [173 - 368]
174 [92 - 256]

186 [121 - 250]
210 [149 - 272]
290 [240 - 340]
261 [198 - 324]

260 [145 - 376]
179 [103 - 255]
214 [131 - 298]
102 [0 - 219]

124 [73 - 174]

278 [218 - 337]
262 [172 - 352]
209 [131 - 287]

229 [140 - 318]
150 [86 - 213]
51 [0 - 181]

29 [0 - 70]
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Table S2. WLR analysis on each binary mixture data (n = 42) from ZF4 cells. A backward stepwise procedure was performed with a = 0.01.

F-test
Mixture Fitted model r2
p-value
Nd®* + Gd®* Logio (cell viability) = -3.902 x 104 Nd3* -2.252 x 10 Gd** -1.106 x 106 Nd®* * Gd®* <10* 0.885
Nd3* + Yb?* Logio (cell viability) = -3.648 x 10* Nd®* -5.664 x 10 Yb®* -1.432 x 106 Nd®* * Yb%* <10* 0.927
Gd® + Yb* Logio (cell viability) = -2.922 x 10 Gd®* -4.350 x 10 Yb®* -6.754 x 108 Gd®* * Yhb®* <10* 0.931
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Table S3. WLR analysis on each binary mixture data (n = 42) from ZFL and RTgill-W1 cells. A backward stepwise procedure with a = 0.01.

) . ) F-test
Cell line Mixture Fitted model r2
p-value
ZFL Nd3* + Yb8* Logio (cell viability) = -4.783 x 10" Nd®* -5.272 x 10 Yb3* -2.793 x 10® Nd®* * Yb®* <10* 0.887
RTgill-w1 Nd3* + Yb3* Logio (cell viability) = -2.838 x 10" Nd3* -2.335 x 10 Yb®* -2.326 x 1077 Nd®* * Yb%* <104 0.970
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Chap. II — Etude de la détoxification de trois Lanthanides (Nd**, Gd**, et
Yb3*) dans les cellules ZF4 de Danio rerio

Cette recherche visait a étudier les rdles des glutathion-S-transférases (GST) et des
protéines membranaires de type multidrug resistance protein (MRP-like) dans la détoxification
cellulaire des Lanthanides. Pour mettre en évidence leurs rdles, notre étude a été menée en
utilisant des inhibiteurs spécifiques, i.e., I’acide éthacrynique pour les GST et le MK571 et le
probénécide pour les protéines MRP-like. La toxicité individuelle du Nd**, du Gd**, et de I’'Yb®*
a été mesurée sur la lignée cellulaire ZF4 de Danio rerio en présence ou non de ces inhibiteurs

spécifiques.

1. Impact des solvants sur la viabilité cellulaire ZF4

En raison de leur difficulté de solubilisation, le MK571 et 1’acide éthacrynique ont été
dissous dans du DMSO, tandis que le probénécide a été préparé dans du PBS 1X. Au regard de
la littérature, ces solvants permettent effectivement d’augmenter la solubilité des composés
mais sont aussi capables d’entrainer des dommages cellulaires sévéres (Penninckx et al., 1983).
Des études ont montré qu’une concentration élevée de DMSO supérieure a 1 % dans le milieu
de culture induisait une diminution de la viabilité cellulaire (Da Violante et al., 2002). D’autres
études ont souligné que divers systemes cellulaires chez ’Homme (Orbach et al., 2017) ou le
rat (Lafarga et al., 1998 ; Moench et al., 2013) pouvaient subir un stress osmotique en présence
d’une concentration inadaptée de solution tampon saline. Compte tenu de ces observations,
nous avons vérifié que le DMSO a 0,1 % (solvant du MK571 et de I’acide éthacrynique) et le
PBS a 1 % (utilisé pour mettre en solution le probénécide) n’impactaient pas la viabilité des

cellules ZF4 apres 96 h d’exposition (données non montrées dans ce manuscrit de these).
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2. Impact des inhibiteurs de MRP-like sur la toxicité du Nd**, du Gd®*, et de I’Yb3*
dans le cas des cellules ZF4

Afin de déterminer si les systemes d’efflux de type MRP-like sont impliqués dans la
détoxification cellulaire des Lanthanides, nous avons mesuré la toxicité de différents
Lanthanides sur les cellules ZF4 en présence et en absence d’inhibiteurs de ces systémes
d’efflux. Pour ce faire, les cellules ZF4 ont été exposées pendant 96 h au Nd®*, au Gd®*, et a
1’Yb® en présence et en absence de 100 uM de MK571 ou de 2 000 uM de probénécide.

En présence et en absence des inhibiteurs, la viabilité des cellules ZF4 n’est pas impactée
aux plus faibles concentrations de Lanthanides (0,5 & 50 uM), avant de diminuer graduellement
aux plus fortes concentrations de Lanthanides (500 a 3 000 uM) (Figure 26 et 27).

D’aprés les valeurs calculées de CEsp, les Lanthanides sont significativement plus
toxiques sur les cellules ZF4 en présence de MK571 (Figure 26). Cette augmentation de la
toxicité s’observe clairement par une diminution plus importante de la viabilité des cellules ZF4
exposees aux Lanthanides a partir d’une concentration de 500 uM et en présence de I’inhibiteur.
La comparaison des graphiques A, B, et C présentés dans la figure 26 permet également de
constater que cet effet est plus prononcé pour le gadolinium que pour les 2 autres éléments
testés.

Pour les résultats associés au probénécide, les valeurs obtenues de CEsp ont mis en
évidence, de maniére surprenante, que la toxicité des Lanthanides est significativement plus
faible en présence de cet inhibiteur (Figure 27A, 27B, et 27 C). Cette diminution de la toxicité
est mise en évidence par un taux de viabilité cellulaire plus élevé de 10 % a partir de 500 uM
de Lanthanide et en présence de probénécide.

Concernant les valeurs de CEs et de CE1o, aucune différence de toxicité des Lanthanides

n’est observée sur les cellules ZF4 en présence de MK571 ou de probénécide (Tableau 15).
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Tableau 15. Concentrations effectives induisant 5 % (CEs) et 10 % (CEao) d’effet sur la viabilité cellulaire ZF4
avec leurs intervalles de confiance a 95 % entre crochets. Les concentrations effectives sont exprimées en molarité
(UM), et elles ont été calculées & partir des courbes dose-réponse obtenues aprés 96 h d’exposition au néodyme
(Nd®), au gadolinium (Gd®*), et a I’ytterbium (Yb®*) en présence et en absence de 100 uM de MK571 ou de 2 000
UM de probénécide.

Concentration molaire (LM)

Condition Lanthanide CEs [IC 95 %] CEuo [IC 95 %]
Témoin Nd3* 178 [151 - 205] 246 [216 - 277]
Gd®* 256 [216 - 297] 340 [297 - 384]
Yb3* 239 [198 - 281] 301 [260 - 342]
100 uM MK571 Nd** 277 [198 - 356] 325 [256 - 394]
Gd®* 272 [215 - 330] 309 [262 - 356]
Yb3* 231 [108 - 353] 275 [161 - 388]
2000 pM probénécide Nd** 235 [185 - 284] 317|264 - 371]
Gd3* 329 [245 - 413] 432 [344 - 521]
Yb3* 276 [249 - 304] 346 [318 - 374]
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Figure 26. Courbes dose-réponse modélisées a partir des données de viabilité des cellules ZF4 exposées durant

96 h au (A) néodyme (Nd®"), (B) au gadolinium (Gd®"), et (C) a I’ytterbium (Yb®*) pour des concentrations

nominales variant de 0 a 3 000 uM en présence (rouge) et en absence (noir) de 100 pM de MK571. Les données

de viabilité cellulaire sont exprimées en pourcentage sous la forme d’une moyenne + un écart-type (n = 6) par

condition. Le symbole * indique une différence significative de la viabilité des cellules ZF4 exposées aux

Lanthanides en présence de 1’inhibiteur (en se basant sur la valeur de CExp et 1’intervalle de confiance a 95 %) par

rapport a la viabilité des cellules ZF4 exposées uniquement aux Lanthanides.
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Figure 27. Courbes dose-réponse modélisées a partir des données de viabilité des cellules ZF4 exposées durant 96
h au (A) néodyme (Nd**), (B) au gadolinium (Gd®*), et (C) a I’ytterbium (Yb%*) pour des concentrations nominales
variant de 0 &3 000 uM en présence (rouge) et en absence (noir) de 2 mM de probénécide. Les données de viabilité
cellulaire sont exprimées en pourcentage sous la forme d’une moyenne + un écart-type (n = 6) par condition. Le
symbole * indique une différence significative de la viabilité des cellules ZF4 exposées aux Lanthanides en
présence de I’inhibiteur (en se basant sur la valeur de CEsg et I’intervalle de confiance a 95 %) par rapport a la

viabilité des cellules ZF4 exposées uniquement aux Lanthanides.

145



Résultats

L’impact de la concentration des inhibiteurs des systémes d’efflux de type MRP-like a
été évalué sur la toxicité des Lanthanides. Pour cela, les cellules ZF4 ont été exposées durant
96 h aux Lanthanides (i.e., valeurs de CEso déterminées sur les cellules ZF4 at =96 h) et en
présence de différentes concentrations de MK571 ou de probénécide (Figure 28). Les résultats
ont montré un impact significatif (p < 0,01) de la concentration en MK571 sur la toxicité des
Lanthanides, i.e., une diminution plus importante de la viabilité cellulaire ZF4, comparé a celle
des cellules ZF4 exposées uniquement aux Lanthanides (Figure 28A). Cet impact est plus
prononcé pour le Gd®*, puisque le taux de viabilité cellulaire ZF4 diminue significativement de
83 % a partir de 50 pM de MK571, et de 97 % en présence de 100 uM de MK571 (p < 0,01).
Pour les 2 autres Lanthanides, uniquement le MK571 a une concentration de 100 uM impacte
significativement leur toxicité (p < 0,01). Ceci s’observe clairement par une diminution de 87
% du taux de viabilité des cellules ZF4 exposées au Nd** et de 85 % en présence d’Yb**. Quant
aux résultats liés au probénécide, ceux-ci ont indiqué que la concentration en inhibiteur
n’impacte pas significativement la toxicité des Lanthanides (p > 0,01). En effet, les cellules
ZF4 exposées a chaque Lanthanide (i.e., valeurs de CEso) présentaient un taux de viabilité

compris entre 45 et 63 % pour toutes les conditions testées (p > 0,01 ; Figure 28B).
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Figure 28. Viabilité des cellules ZF4 exposées durant 96 h a 672 pM de néodyme (Nd** ; en noir), 849 uM de
gadolinium (Gd®" ; en bleu), et 576 uM d’ytterbium (Yb3" ; en rouge) en présence de différentes concentrations de
(A) MK571 (0 & 100 pM) ou de (B) probénécide (0 a 2 000 uM). Les données de viabilité cellulaire sont exprimées
en pourcentage sous la forme d’une moyenne + un écart de type (n = 18) par condition. Le symbole * indique une
différence significative (ANOVA, p* < 0,01) de la viabilité des cellules ZF4 exposées aux Lanthanides en présence

d’une concentration d’inhibiteur par rapport a la viabilité des cellules ZF4 exposées uniquement aux Lanthanides.
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Pour de plus faibles concentrations en Lanthanides (i.e., valeurs de CE1o déterminées sur
les cellules ZF4 at =96 h) testées sur les cellules ZF4, la concentration de 1’inhibiteur MK571
n’impacte pas significativement (p > 0,01) la toxicité du Nd**, du Gd**, et de I’Yb>* (Figure
29A). Ce pattern de résultat a aussi été observé lorsque les cellules ZF4 étaient exposées aux
Lanthanides et a différentes concentrations de probénécide, excepté pour le Nd** et ’'Yb®* a la
plus forte concentration de probénécide testée (Figure 29B). En effet, pour ces deux conditions,
de maniere surprenante, le taux de viabilité cellulaire est significativement plus éleveé (p < 0,01)
de 12 % pour le Nd®* et de 20 % pour I’Yb®".
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Figure 29. Viabilité des cellules ZF4 exposées pour 96 h a 235 pM de néodyme (Nd** ; en noir), 290 uM de
gadolinium (Gd®* ; en bleu), et 209 uM d’ytterbium (Yb%* ; en rouge) en présence de différentes concentrations de
(A) MK571 (0 a2 100 uM) ou de (B) probénécide (0 a 2 000 uM). Les données de viabilité cellulaire sont exprimées
en pourcentage sous la forme d’une moyenne + un écart de type (n = 18) par condition. Le symbole * indique une
différence significative (ANOVA, p* < 0,01) de la viabilité des cellules ZF4 exposées aux Lanthanides en présence

d’une concentration d’inhibiteur par rapport a la viabilité des cellules ZF4 exposées uniquement aux Lanthanides.

L’impact des inhibiteurs de MRP-like a été étudié sur la toxicité des Lanthanides au cours
du temps. Pour ce faire, les cellules ZF4 ont été exposées pendant 24, 48, 72, et 96 h aux valeurs
de CEso de chaque élément, respectivement 672 uM de Nd®*, 849 uM de Gd®*, et 576 uM
d’Yb®, en présence et en absence de 100 uM de MK571 ou de 2 000 uM de probénécide
(Tableau 16). Nos mesures ont mis en évidence une toxicité significativement plus élevée des
Lanthanides en présence de 100 uM de MK571 au cours du temps (p < 0,01). Cette
augmentation de la toxicité est observée pour le Gd** a partir de 48 h jusqu’a 96 h d’exposition.
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Pour le Nd®* et 1'Yb3*, celle-ci apparait clairement a partir de 72 h et a 96 h d’exposition. On
remarque que le MK571 testé seul a une concentration de 100 uM n’est significativement pas
toxique sur les cellules ZF4 aprés 24 h et 48 h (p > 0,01), comparativement a 72 h et 96 h
d’exposition (p < 0,01). Ces résultats montrent que sans induire de toxicité directe sur les
cellules ZF4, le MK571 peut impacter la toxicité des Lanthanides, en particulier celle du Gd**
aprés une exposition de 48 h. En présence d’une concentration de 2 000 uM de probénécide, la
toxicité du Gd** n’est significativement pas différente sur les cellules ZF4 (p > 0,01) aprés 24,
48, 72, et 96 h d’exposition. Pour le Nd** et 1"Yb®*, leur toxicité est, de maniére surprenante,

significativement plus faible (p < 0,01) avec cet inhibiteur aprés 72 h et 96 h d’exposition.

Tableau 16. Viabilité des cellules ZF4 exposées pour 24, 48, 72, et 96 h & 672 uM de néodyme (Nd®*), 849 uM
de gadolinium (Gd®*"), et 576 uM d’ytterbium (Yb®*) en absence et en présence de 100 uM de MK571 ou de 2 000
UM de probénécide. Les données de viabilité cellulaire sont exprimées en pourcentage sous la forme d’une
moyenne + un écart de type (n = 18) par condition. Le symbole * indique une différence significative (ANOVA 2
facteurs, p* < 0,01) de la viabilité des cellules ZF4 exposées aux Lanthanides en présence de I’inhibiteur par

rapport a la viabilité des cellules ZF4 exposées uniquement aux Lanthanides, pour chaque temps d’exposition

considéré.
Condition Temps Sans inhibiteur 100 uM MK571 2 000 uM probénécide
Témoin 24 h 100 (£ 5) 98 (£ 5) 94 (£ 9)
48 h 100 (= 5) 96 (+ 6) 95 (+ 8)
72h 100 (x 4) 77T @7)* 90 (+ 11)
96 h 100 (= 5) 50 (+6)* 76 (£ 16) *
672 UM Nd** 24 h 75 (x7) 78 (£ 21) 90 (+ 15)
48 h 70 (£ 8) 63 (£ 7) 82 (£ 6)
72 h 59 (£ 8) 389 * 75 (£ 6) *
96 h 56 (£ 9) 13 (£ 10) * 74 (£ 6)*
849 uM Gd** 24 h 67 (£ 5) 69 (+ 10) 75 (+ 13)
48 h 61 (+8) 17 (x5) * 70 (£7)
72h 51 (£3) 9(x6)* 59 (£ 5)
96 h 51 (£ 8) 10 (x 10) * 59 (£ 9)
576 UM Yb** 24 h 72 (+ 14) 70 (£ 16) 78 (£ 5)
48 h 64 (+ 12) 56 (£ 9) 80 (£ 8)
72 h 49 (£ 6) 21 (x7) * 75 (£ 4)*
96 h 44 (£ 6) 7(x6)* 74 (£ 6) *
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3. Impact de ’acide éthacrynique, inhibiteur des GST, sur la toxicité du Gd** dans le

cas des cellules ZF4

Afin d’étudier le role des glutathion-S-transférases dans la détoxification cellulaire des
Lanthanides, les cellules ZF4 ont été exposées pendant 96 h au Gd** en présence et en absence

de 10 uM d’acide éthacrynique (Figure 30).
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Figure 30. Courbes dose-réponse modélisées a partir des données de viabilité des cellules ZF4 exposées pendant
96 h au gadolinium (Gd®*) pour des concentrations nominales variant de 0 a 3 000 UM en présence et en absence
de 10 uM d’acide éthacrynique. Les données de viabilité cellulaire sont exprimées en pourcentage sous la forme

d’une moyenne + un écart-type (n = 6) par condition.

En présence et en absence d’acide éthacrynique, la viabilité des cellules ZF4 n’est pas
impactée par les trois plus faibles concentrations de gadolinium (0,5 a 50 uM). Cependant, aux
plus fortes concentrations de gadolinium (500 a 3 000 uM), la viabilité cellulaire diminue avec
ou sans cet inhibiteur. Au regard des valeurs calculées de CEsp, I’acide éthacrynique ne présente
aucun impact significatif sur la toxicité du Gd®*. En ce qui concerne les valeurs de CEs et de
CE1o, aucune différence significative de toxicité du gadolinium n’est également observée en

présence de cet inhibiteur sur les cellules ZF4 (Tableau 17).
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Tableau 17. Concentrations effectives induisant 5 % (CEs) et 10 % (CEio) d’effet sur la viabilité cellulaire ZF4
avec leurs intervalles de confiance a 95 % entre crochets. Les concentrations effectives sont exprimées en molarité
(LM), et elles ont été calculées a partir des courbes dose-réponse obtenues apres 96 h d’exposition des cellules

ZF4 au gadolinium (Gd**) en présence et en absence de 10 uM d’acide éthacrynique.

Concentration molaire (LM)

Condition Lanthanide CEs [IC 95 %] CEuo [IC 95 %]
Témoin Gd** 256 [216 - 297] 340 [297 - 384]
10 uM acide éthacrynique Gd® 199 [126 - 271] 276 [194 - 357]

Pendant 96 h, les cellules ZF4 ont été exposées a 849 uM de Gd®* (i.e., la valeur de CEso
du Gd®") en présence de différentes concentrations d’acide éthacrynique (Figure 31). Pour
chaque condition d’exposition, il est observé un taux de viabilité cellulaire de 50 % en rapport
avec la toxicité du Gd** (i.e., CEso). Ces résultats montrent que la concentration d’acide

éthacrynique n’impacte pas significativement (p > 0,01) la toxicité du Gd®* sur les cellules ZF4.
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Figure 31. Viabilité des cellules ZF4 exposées pour 96 h a 849 uM de gadolinium (Gd®*) en présence de multiples
concentrations d’acide éthacrynique. Les données de viabilité cellulaire sont exprimées en pourcentage sous la
forme d’une moyenne + un écart de type (n = 18) par condition. Toutes les conditions n’étaient significativement

pas différentes (ANOVA, p > 0,01).
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L’impact de 1’acide éthacrynique a été étudié sur la toxicité du gadolinium au cours du
temps, en exposant les cellules ZF4 pendant 24, 48, 72, et 96 h 4 849 uM de Gd*", et en présence
et en absence de 10 uM d’acide éthacrynique (Tableau 18).

Tableau 18. Viabilité des cellules ZF4 exposées durant 24, 48, 72, et 96 h a 849 uM de gadolinium (Gd®*) en
absence et en présence de 10 uM d’acide éthacrynique. Les données de viabilité cellulaire sont exprimées en
pourcentage sous la forme d’une moyenne = un écart de type (n = 18) par condition. Toutes les conditions n’étaient
significativement pas différentes (ANOVA 2 facteurs, p > 0,01), excepté pour I’acide éthacrynique testé seul sur
les cellules ZF4 apres 72 h et 96 h d’expositon (ANOVA 2 facteurs, p* < 0,01).

Condition Temps Sans inhibiteur 10 uM acide éthacrynique
Témoin 24 h 100 (£ 5) 125 (+ 24)

48 h 100 (= 5) 102 (£ 13)

72h 100 (x 4) T7TET)*

96 h 100 (= 5) 49 (£ 6) *
849 uM Gd** 24 h 67 (£ 5) 68 (+ 10)

48 h 61 (£ 8) 59 (+ 14)

72h 51 (£ 3) 51 (£ 8)

96 h 51 (£ 8) 43 (£ 9)

L’analyse statistique montre, au cours du temps, aucune différence significative (p > 0,01)
de toxicité du gadolinium en présence et en abscence d’acide éthacrynique sur la viabilité des

cellules ZF4.
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Chap. III — Développement et application des cultures primaires de

glandes digestives de Corbicula fluminea

Cette étude exploratoire consistait a développer et a utiliser un nouveau modele cellulaire
pour évaluer la toxicité des Lanthanides. Pour ce faire, nous avons choisi de réaliser des cultures
primaires de glandes digestives de Corbicula fluminea. La particularité de ce modéle cellulaire
est de pouvoir tester la toxicité des Lanthanides sur des cellules qui, en théorie, ont une
morphologie et une activité métabolique plus proches de ce qui se passe in vivo,
comparativement aux lignées cellulaires dont I’activité métabolique a pu étre modifiée au cours
du processus d’immortalisation. La toxicité individuelle des 14 Lanthanides a été étudiée sur
ce modele cellulaire, apres avoir vérifié la viabilité et la sensibilité des cellules primaires de

glandes digestives pendant plusieurs jours de culture.

1. Développement et identification des cultures primaires de glandes digestives de

Corbicula fluminea

Au total, 7 cultures primaires de Corbicula fluminea ont été réalisées durant la thése.
Chaque culture a été obtenue a partir de 3 individus ayant en moyenne une taille de 3 £ 0,5 cm
et une masse de glande digestive de 481 + 118 mg. L observation de ces cultures au microscope
inversé a contraste de phase et fluorescence (grossissement X 40) couplée a une analyse de la
taille et de la granulométrie en cytométrie de flux ont indiqué la présence de plusieurs types
cellulaires. Le premier type cellulaire est caractérise par une taille inférieure & 5 um, dépourvu
de granulation, et ayant un contour regulier (Figure 32 et 34A, note 1). On remarque la présence
d’une population hétérogéne de cellules composée de plusieurs types cellulaires non
différenciables aussi bien en cytométrie, qu’au microscope inversé a contraste de phase et
fluorescence (Figure 32 et 34A, noté 2). Leur taille moyenne est comprise entre 7 et 14 um,
leur contour est régulier, mais de granulométrie variable. Le dernier type est constitué de
cellules ayant une granulométrie importante, a contour régulier, et une taille moyenne entre 17
et 25 um (Figure 32 et 34A, noté 3). Parmi les différents types cellulaires recenseés, ce sont les
cellules de petite taille (noté 1 sur les figures 32 et 34A) qui sont quantitativement les plus

importantes pour I’ensemble des mises en cultures qui ont été réalisées.
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Figure 32. Observation et « identification » des principaux types cellulaires d’une culture primaire de glandes
digestives de Corbicula fluminea (Jo) au microscope inversé a contraste de phase et fluorescence (grossissement x
40) (photo prise par Emmanuel Fleurbaix, 2018). 1 : 1 type cellulaire ; 2 : 2°™ type cellulaire ; 3 : 3°™ type

cellulaire.

Ces cultures primaires présentaient une viabilité cellulaire dont le taux était supérieur en
moyenne a 77 £ 4 %, d’aprés un comptage a la cellule de Malassez par la méthode de rétention
au rouge neutre (Figure 33A). Le nombre total de cellules obtenues aprés la dissociation
tissulaire était en moyenne de 3,9 x 10" + 0,21 x 107 cellules, ce qui était suffisant pour obtenir
lors de chaque nouvelle culture un minimum de 5 flasques T7s ensemencées a une densité finale
de 5 x 10° cellules/mL (Figure 33B).

153



Résultats

& e
Sl i B
A = B
s | T
s 1 - 11 T
Am l_._ !i J_
3 _I__.__._ = :; - _]_J.iLJ_ II
® T 5
A s &
= o ™
ot s = E. =
£ ¥ g &
= B &
] e
- JU g JLILIL
¥P 2 -3 . 4 5 6 % - 1 2 3 4 5 6 7
Essai Essai

Figure 33. Numération de la viabilité cellulaire (A) et du nombre total de cellules (B) pour les 7 essais de cultures
primaires de glandes digestives de Corbicula fluminea. Les données sont exprimées sous la forme d’une moyenne
+ un écart-type de 3 numérations a la cellule de Malassez (grossissement X 40). Le nombre total de cellules et le
taux de viabilité cellulaire n’étaient significativement pas différents entre les 7 essais réalisés de culture primaire

(ANOVA, p > 0,01).

Cependant, en raison de la difficulté a estimer convenablement la densité et la viabilité
des cellules primaires due a leur taille comparable a des débris et des agrégats cellulaires a la
cellule de Malassez, ces 2 paramétres ont aussi été mesurés en cytométrie de flux. Comme
montré avec la Figure 34, avec un exemple représentatif d’une culture primaire, ’analyse par
double marquage (Ca-AM / IP) a montré un pourcentage €levé de cellules viables (Figure 34B ;
> 74 %), et faible de cellules mortes (Figure 34C ; < 22 %) et doublement marqueées (Figure
34D ; <4 %). D’apreés les seuils positionnés sur les pics d’acquisition FL1, FL3, et FL1 vs FL3,
la viabilité et la densité des cellules calculées sont identiques a celles estimees par le comptage
a la cellule de Malassez. Au regard des résultats, les protocoles pour I’acclimatation des
organismes, le développement des cultures primaires, et I’analyse de la viabilité et de la densité
cellulaire en cytométrie de flux conviennent a la culture et au suivi des cellules primaires des

glandes digestives de Corbicula fluminea.
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Figure 34. Analyse en cytométrie de flux d’une culture primaire de glandes digestives de Corbicula fluminea
selon la taille et la granulométrie des cellules (A), et en estimant le nombre de cellules viables (B), mortes (C), et

doublement marquées (D) par Ca-AM / IP.

2. Validation de la sensibilité des cultures primaires de Corbicula fluminea

D’apres la littérature, le maintien des cultures primaires n’est possible que sur quelques
jours en raison d’une absence de prolifération cellulaire (Freshney, 2005). De ce fait, il est
possible que la sensibilité des cellules primaires soit altérée apres une longue période de culture,
dépassant une semaine. Avant d’évaluer la toxicité¢ des Lanthanides, la sensibilité des cultures
primaires a €té, par conséquent, évaluée a I’aide du peroxyde d’hydrogéne. Les cellules ont été
exposées pendant 30 min au 1%, 2°™ 38me GEMe et 7°Me jour de culture & une gamme de

concentrations allant de 0 a 7,5 % de peroxyde d’hydrogéne.
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D’aprés la Figure 35, pour chaque jour de culture, ’effet cytotoxique observé sur les

cellules primaires augmente graduellement avec la concentration de peroxyde d’hydrogéne,

compare au témoin. On remarque aussi que le taux de mortalité cellulaire est de 100 % aux plus

fortes concentrations de peroxyde d’hydrogene (1,5 et 7,5 %).
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Figure 35. Courbes dose-réponse ajustées sur les données de rapport de densité des cellules primaires de glandes

digestives de Corbicula fluminea exposées pendant 30 minutes au 1°7, 2éme, 3¢me, géme et 76 jour de culture. Les

données de cytotoxicité sont exprimées en pourcentage sous la forme d’une moyenne + un écart-type (n = 3) par

condition.

Au regard des valeurs calculées de CEsp, la toxicité du peroxyde d’hydrogéne n’est

significativement pas différente sur les cellules primaires au cours du temps (Tableau 19). Ces

résultats suggerent que la sensibilité des cellules primaires de glandes digestives de Corbicula

fluminea est similaire apres une semaine de culture précédant leur obtention. Pour la suite des

expériences avec les Lanthanides, nous avons choisi d’utiliser, par conséquent, le peroxyde

d’hydrogéne a une concentration de 0,75 % (d’aprés la gamme d’essai et la valeur de CEso

moyenne de 0,56 £ 0,31 %) comme contrdle positif de la sensibilité des cultures primaires.
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Tableau 19. Concentrations effectives induisant 50 % (CEs) d’effet cytotoxique du peroxyde d’hydrogéne sur les
cellules primaires de glandes digestives de Corbicula fluminea avec les intervalles de confiance 95 % entre
crochets. Les concentrations effectives sont exprimées en pourcentage, et elles ont été calculées a partir des courbes
dose-réponse obtenues aprés une exposition de 30 minutes des cellules primaires au peroxyde d’hydrogéne au 1%,
2¢me 3éme geme at 78Me jour de culture.

Concentration en H20> (%)

Jour de culture CEso [IC 95 %]

0,292 [0,000 - 0,619]
0,987 [0,574 - 1,199]
0,676 [0,040 - 1,312]
0,638 [0,000 - 1,559]
0,220 [0,000 - 0,584]

~N OO W N

3. Evaluation de la toxicité des Lanthanides

Afin de démontrer que ce nouveau modele cellulaire peut étre utilisé pour évaluer la
toxicité des Lanthanides, les cellules primaires de glandes digestives de Corbicula fluminea ont
été exposées pendant 96 h aux 14 Lanthanides (La®*" au Lu®*) & une concentration de 1 mM.
D’aprés le Tableau 20, un effet cytotoxique des Lanthanides compris entre 16 + 21 et 53 + 3 %
a été observé sur les cultures primaires de corbicules, comparativement au témoin. Par ailleurs,
I’analyse statistique montre des différences significatives d’effet cytotoxique entre les 14
Lanthanides (p < 0,01), i.e., une toxicité plus élevée est observée pour le lanthane, 1’europium,
le thulium, et I’ytterbium sur les cellules primaires de glandes digestives de Corbicula fluminea.
Ces résultats suggerent une de variation de toxicité entre les Lanthanides sur les cellules
primaires de glandes digestives de C. fluminea. Cependant, aucune corrélation n’a été mise en
évidence entre la toxicité et la masse atomique des Lanthanides (corrélation de Pearson ; rs =
0,22 ; p > 0,05). Ces premiers résultats sont a nuancer et doivent étre confirmés en répétant
plusieurs fois 1I’expérience, tout en étudiant aussi une gamme de concentrations de Lanthanides

et une cinétique de réponses.
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Tableau 20. Effet cytotoxique induit par chaque Lanthanide (La®*" au Lu®*) a une concentration finale de 1 mM
aprés 96 h d’exposition de ces éléments sur les cellules primaires de glandes digestives de Corbicula fluminea.
Les données d’effet cytotoxique sont exprimées en pourcentage sous la forme d’une moyenne + un écart type (n
= 3) par condition. Le symbole * indique une différence significative (ANOVA, p* < 0,01) de toxicité entre les

Lanthanides.

Controle Effet cytotoxique (%) Lanthanide Effet cytotoxique (%6)

Témoin 0(x1) Lanthane 32 (x12)*

Témoin positif (H202 a 0,75 %) 44 (£5) Cérium 53 (£3)
Praséodyme 47 (£ 11)
Néodyme 51 (x12)
Samarium 46 (£ 9)
Europium 39 (£ 5)*
Gadolinium 44 (+ 4)
Terbium 50 (£ 14)
Dysprosium 41 (£ 7)
Holmium 48 (£ 7)
Erbium 51(x7)
Thulium 32 (x9)*
Ytterbium 16 (£ 21)*
Lutétium 46 (x 14)
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Les Lanthanides représentent aujourd’hui un enjeu économique et stratégique majeur,
étant donné leur importance dans les nouvelles technologies (Zhou et al., 2017 ; Goodenough
et al., 2018 ; Dushyantha et al., 2020). L’utilisation de ces métaux dans les activités humaines
ayant été de plus en plus fréquente au cours de ces 30 derniéres années, leurs rejets vers les
écosystemes aquatiques ont, par conséquent, considérablement augmenté (Verplack et al.,
2010 ; Kulaksiz et Bau, 2011). La présence de ces métaux dans les écosystemes aquatiques a
été largement décrite (Bau et Dulski, 1996 ; Kulaksiz et Bau, 2013 ; Klaver et al., 2014 ; Hatjet
et al., 2016 ; Perrat et al., 2017 ; Schmidt et al., 2019 ; Itoh et al., 2021), et des recherches ont
été menées pour étudier les effets toxiques des Lanthanides sur les organismes aquatiques.
Actuellement, ces recherches ne permettent pas de conclure quant a leur toxicité individuelle et
en mélange, et leurs mécanismes d’action moléculaire restent non €lucidés. Ces études restent
peu nombreuses et sont essentiellement focalisées sur les Lanthanides Légers (Gonzalez et al.,
2014 ; Herrmann et al., 2016 ; Romero-Freire et al., 2019 ; Hanana et al., 2021).

Dans le cadre de cette thése, nous nous sommes intéressés a la toxicité cellulaire des
Lanthanides et a identifier les mécanismes impliqués dans la détoxification cellulaire de ces

métaux.

Dans une premiere partie, nous discuterons des résultats concernant la toxicité
individuelle de la série compléte des Lanthanides sur les lignées cellulaires de poissons, ainsi
que sur les mélanges pour des éléments retenus dans le cadre du programme ANR ECOTREE,
i.e., le néodyme, le gadolinium, et I’ytterbium. Dans une deuxiéme partie, les résultats relatant
du role des GST et des protéines MRP-like pour la détoxification des trois Lanthanides
sélectionnés dans des cellules ZF4 de Danio rerio seront discutés. Dans une troisiéme partie,
nous discuterons des résultats sur le développement et I’utilisation d’un nouveau modéle
cellulaire, les cultures primaires de glandes digestives de Corbicula fluminea, pour évaluer la

toxicité des Lanthanides.
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1. Toxicité in vitro des sels de Lanthanides sur des lignées cellulaires de poissons

Dans les écosystéemes aquatiques, les Lanthanides sont présents sous forme d’ion trivalent
libre ou compléxée. Des études ont montré que la formation de ces espéces est dépendante des
caractéristiques physico-chimiques des milieux, i.e., pH, tempeérature, et composition en
carbonate, sulfate, et phosphate (Florence et al., 1992 ; EI-Akl et al., 2015 ; Khan et al., 2017).
En tenant compte de cette affirmation, de nombreuses études d’écotoxicité suggerent que
la toxicité des Lanthanides observée sur les organismes aquatiques est liee a la
biodisponibilité de ces métaux dans les milieux des bioessais (Gonzalez et al., 2015 ;
Herrmann et al., 2016 ; Blaise et al., 2018 ; Romero-Freire et al., 2019). Ainsi, pour
comprendre la toxicité cellulaire des Lanthanides, il apparaissait fondamental de déterminer si
les Lanthanides étaient biodisponibles dans les milieux de culture des cellules ZF4 et ZFL de
Danio rerio et des cellules RTgill-W1 d’Oncorhynchus mykiss. En mesurant par ICP-MS les
concentrations réelles d’exposition de nos cellules aux Lanthanides (seuls et en mélanges), les
résultats analytiques ont mis en évidence des concentrations biodisponibles en Lanthanides
comprises entre 85 et 99 % dans les milieux de culture. Ces résultats sont en accord avec
ceux de Gonzalez et al. (2015) et de Romero et al. (2019), lesquels ont montré des
concentrations biodisponibles en Ce**, en Gd®*, en Yb®", et en Lu** supérieures a 80 %
dans les milieux des bioessais de H. attenuata, B. calyciflorus, et de A. fisheri. Méme si la
proportion de Lanthanides sous forme de précipités était faible (5 % sur les filtres) dans nos
milieux de culture, nous ne pouvions exclure un effet de ces agrégats et/ou de Lanthanides
présents sous forme de colloides sur les cellules. En effet, dans des études précédentes, plusieurs
auteurs ont formulé I’hypothése que la toxicité des Lanthanides est associée a la présence de
d’agrégats de ces métaux dans les milieux de culture (Ng et al., 2014 ; Joonas et al., 2017 ;
Romero-Freire et al., 2019). Cette hypothése a été vérifiee a 1’aide du dioxyde de silicium,
une molécule inerte dont la structure peut étre assimilée a des agrégats présentant une taille
comprise entre 1 et 1 000 nm (Bergna, 1994). Les cellules ZF4 de Danio rerio ont été exposées
a ce composé pendant 96 h, a des concentrations proches et supérieures a celles des
Lanthanides. En présence de cette molécule inerte, un taux de viabilité de 100 % des cellules
ZF4 a été mesuré pour toutes les conditions testées. En résumé, 1’ensemble des résultats
montrent que la toxicité observée sur nos modeles cellulaires est induite par les effets

directs des Lanthanides, lesquels sont biodisponibles dans les milieux de culture.
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Au travers des essais de toxicité in vitro présentés dans ce manuscrit, la toxicité
individuelle des Lanthanides a été évaluee. Les cellules ZF4 et ZFL de Danio rerio ainsi
que sur les cellules RTgill-W1 d’Oncorhynchus mykiss ont été exposées pendant 24, 48,
72, et 96 h a une gamme de concentrations allant de 0 a 3 000 uM de Lanthanides. Les
résultats ont montré, pour toutes les durées d’exposition, un impact toxique des
Lanthanides sur toutes les lignées cellulaires de poissons, i.e., la viabilité des cellules
exposees aux Lanthanides diminuait aux plus fortes concentrations testées. Nos résultats
confirment les observations faites par Laville et al. (2004). Apres 24 h d’exposition a une
gamme de concentrations allant de 0 a 1 000 uM (i.e., 0 @ 157 mg/L) de GdCls, ces auteurs
ont observé une diminution concentration-dépendante de la viabilité des cellules
fibroblastiques de Poeciliopsis lucida (PLHC-1) exposées au gadolinium. En outre,
1’évaluation de la toxicité des 14 Lanthanides sur les cellules ZF4 de Danio rerio a soulevé
la question de savoir si la toxicité est corrélée a la masse atomique des Lanthanides ? En
analysant nos données, les résultats ont montré une absence de corrélation entre la masse
atomique et les valeurs de CEso des Lanthanides. Notre résultat n’est pas en accord avec
ceux des précédentes études qui ont mis en évidence une toxicité plus élevée des
Lanthanides Lourds, par rapport a celles des Lanthanides Légers (Gonzalez et al., 2015 ;
Blaise et al., 2018 ; Romero-Freire et al., 2019 ; Manusadzianas et al., 2020), mais également
avec les études mentionnant une toxicité du méme ordre entre les Lanthanides (Blinova et al.,
2018). Dans notre étude, la toxicité semble augmentée le long de la série de de cette famille
de métaux (La®" au Lu®"), cependant cette augmentation n’est pas réguliére puisque des
variations individuelles de toxicité ont été observées entre les Lanthanides. En comparant
les valeurs de CEso des Lanthanides, il a été montré que les 4 derniers Lanthanides Lourds
(erbium, thulium, ytterbium, et lutétium) sont effectivement les éléments les plus toxiques
sur les cellules ZF4 de Danio rerio. L’europium (Lanthanide Léger) et le terbium
(Lanthanide Intermediare) sont, quant a eux, les éléments les moins toxiques sur ces
cellules. D’un point de vue biochimique, les différences observées de toxicité entre les
Lanthanides pourraient étre expliquées par leur habilité a concurrencer des ions essentiels
tels que le calcium intracellulaire chez les organismes aquatiques (Ansoborlo et al., 2006 ;
Bresson et al., 2011 ; Tan et al., 2017). Pour la suite des recherches sur ce sujet, il serait
intéressant de poursuivre 1’étude non seulement de la toxicité des Lanthanides Légers et
Intermédiaires (lanthane, cérium, et gadolinium) comme fréquemment mentionnée dans la

littérature actuelle (Pagano et al., 2015 ; Herrmann et al., 2016), mais également celles des
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Lanthanides Lourds, en raison des variations individuelles de toxicité liées a leur
spécificité de liaison a des biomolécules et aux composants des milieux de culture.
Comparativement aux études menées sur la toxicité individuelle des contaminants,
les études de mélanges sont qualifiées comme un point de vue environnementale plus
réaliste pour évaluer les dangers et les risques associés des contaminants dans les
écosystémes aquatiques (Altenburger et al., 2018). Ainsi, nous avons également étudié la
toxicité du néodyme, du gadolinium, et de 1’ ytterbium en mélanges sur nos 3 lignées cellulaires
de poissons. A travers cette étude, la question était de déterminer si les effets toxiques des
mélanges testés (i.e., antagoniste, additive, ou synergie) sont identiques, quelque soit les
Lanthanides utilisés dans les mélanges ? Pour y répondre, nous avons réalisé un plan
d’expérience complet de mélanges binaires et quelques conditions de mélanges ternaires a partir
d’un Lanthanide Léger (néodyme), Intermédiaire (gadolinium), et Lourd (ytterbium) sur les
cellules ZF4 de Danio rerio. Pour les cellules ZFL de Danio rerio et les cellules RTgill-W1
d’Oncorhynchus mykiss, seuls quelques conditions de mélanges ont été testées sur ces 2
modeles cellulaires. Les concentrations testées dans nos mélanges correspondaient aux valeurs
de CEs, CEuo, et CEso de chaque Lanthanide qui ont été obtenues sur les cellules ZF4 at = 96
h. Les résultats ont montré I’existence d’effets synergiques pour tous les mélanges binaires de
Lanthanides testés sur les 3 lignées cellulaires de poissons. Ces effets de synergie étaient
observés a toutes les combinaisons de concentrations de Lanthanides et devenaient importants
aux plus fortes concentrations testées en mélanges. Concernant 1’analyse statistique des effets
toxiques des Lanthanides en mélanges ternaires, il n’a pas été possible de mettre clairement en
évidence ’existence d’effets toxiques (i.e., antagoniste, additive, ou synergie), en raison de
la difficulté d’interprétation des interactions d’ordre III avec le modéle WLR. Au cours de la
these, des mesures de viabilité ont aussi été faites sur les cellules ZF4 de Danio rerio exposées
pendant 96 h a des concentrations de nédoyme, de gadolinium, et d’ytterbium qui étaient
équivalentes aux concentrations totales de quelques mélanges binaires et ternaires des
Lanthanides. Ces résultats complémentaires ont souligné que I’impact toxique individuel des
Lanthanides est équivalent a celle de ces éléments en mélanges a concentration totale
équivalente sur la viabilité des cellules ZF4. Ceux-ci laissent a penser que la toxicité des
Lanthanides en mélanges est également concentration totale-dépendant, quelque soit les
Lanthanides et leur nombre utilisés dans les mélanges. La comparaison de nos résultats avec
les travaux de la littérature est difficile car les paramétres expérimentaux (durées,
concentrations, éléments dans les mélanges, organismes étudiés) different selon les recherches.

De plus, les conclusions qui en sont tirées ne dégagent aucun consensus concernant 1’impact
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toxique des Lanthanides en mélanges. Tai et al. (2010) ont montré un effet additif pour le
mélange des 14 Lanthanides sur Skeletonema costatum. Des effets de synergie ont été rapportés
sur Chlamydomonas reinhardtii exposée a un melange de samarium, de lanthane, de cérium, et
d’europium (Tan et al., 2017), ainsi que sur des bactéries marines et des microalgues d’eau
douce exposées a différents mélanges de cérium, de gadolinium, et de lutétium (Romero-Freire
et al., 2019). Ces auteurs ont aussi observé des effets antagonistes sur des rotiféres exposés a
ces mémes melanges. Le manque de consensus concernant la toxicité des Lanthanides en
mélanges peut également s’expliquer par les limites des modéles « classiques » utilisés dans les
études, i.e., additivité des concentrations (Loewe et Muischeck, 1926) et indépendance des
actions (Bliss, 1939). Ces modeles « classiques » ont été établis il y a plus de 80 ans, avant
I’émergence de la Statistique, et sont dépourvues d’analyses statistiques approfondies (Kerr et
Meador, 1986). En raison de cette limitation, ces modeéles simples d’utilisation ne peuvent pas
intégrer toutes les données expérimentales, et chaque condition de mélange doit étre analysée
au cas par cas, ce qui peut conduire a une sous-estimation (i.e., cas de faibles concentrations)
ou a une surestimation (i.e., cas des fortes concentrations) des effets de mélanges. Une autre
limite qui peut expliquer ces différences résulte d’une application inadaptée des modeles
« classiques » pour des mélanges montrant des effets antagonistes ou synergiques, puisque ces
modeles par définition ne tiennent pas compte de I’interaction entre les contaminants en
mélange (Borgert et al., 2004 ; Rider et LeBlanc, 2005 ; Rodea-Palomares et al., 2015).
Comparativement a ces modeles « classiques », les approches statistique (i.e., modele WLR) et
modeélisatrice (i.e., RSM) utilisées dans notre étude présente les avantages : 1) de considérer ou
non I’existence d’une interaction entre les composées en mélange ; et 2) de tenir compte de
toutes les données expérimentales pour 1’analyse, ce qui permet une estimation qualitative et

quantitative plus précise de I’effet toxique du mélange.

En se basant sur les résultats de toxicité individuelle et en mélange des Lanthanides, il
apparait que les cellules branchiales (RTgill-W1) d’Oncorhynchus mykiss sont
significativement moins sensibles que les cellules fibroblastiques (ZF4) et hépatiques (ZFL) de
Danio rerio. La toxicité des Lanthanides seuls et en mélanges était plus faible sur les cellules
RTqill-W1, par rapport aux cellules ZF4 et ZFL. Pour expliquer cette observation, notre
hypothese est que les cellules de branchies posséderaient potentiellement des systémes de
défense plus efficaces, d’ou une plus faible sensibilité apparente. En effet, il est admis que les
branchies sont un des premiers tissus a étre en contact avec le milieu extérieur et constitue, par

conséquent, I’'une des premicres barrieres de défenses chez les organismes aquatiques contre
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les agressions extérieures liées a des modifications physico-chimiques ou a des contaminants
(Perry etal., 2009 ; Zachar et Jonz, 2012 ; Perrat et al., 2017). En outre, aucune différence claire
de sensibilité n’a pu étre mise en évidence entre les cellules fibroblastiques (ZF4) et hépatiques
(ZFL) de Danio rerio. La toxicité des Lanthanides (seuls et en mélanges) observée sur les
cellules ZF4 n’était significativement pas différente de celle observée sur les cellules ZFL. Ces
résultats ne sont pas forcément surprenants, étant donné que le paramétre qui évalue les effets
toxiques des Lanthanides est général, puisque nous avons mesuré la viabilité cellulaire. Compte
tenu de ce paramétre, celui-ci peut expliquer pourquoi aucune différence de sensibilité n’a été
observée, sachant que les activités métaboliques des cellules sont différentes et liées a 1’origine

de ces cellules.

2. Détoxification des Lanthanides dans les cellules ZF4 de Danio rerio

Les cellules possedent des mécanismes de détoxification pour combattre les effets des
substances toxiques (Tamas et al., 2005 ; Wysocki et Tamas, 2010). Le r6le des enzymes de
phase 1 (réactions de fonctionnalisation), de phase 2 (réactions de conjugaison), et de protéines
membranaires pour I’expulsion des composés hors des cellules ont été décrits dans la littérature
(Bard et al., 2000 ; Hall, 2002 ; Xu et al., 2005 ; Ferreira et al., 2014). Chaque acteur de la
détoxification peut intervenir seul ou en synergie de maniere a limiter les effets toxiques des
composés. Actuellement, il n’existe aucune donnée concernant les mécanismes de
détoxification cellulaire des Lanthanides. Cependant, il a été montré que les GST et les
protéines de type MRP-like, intervenant respectivement en phase Il et Il du cycle de
détoxification cellulaire, contribueraient activement au transport du plomb, du mercure, du
cadmium, et de I’arsenic a travers la membrane cellulaire des cellules ZF4 (Long et al.,
2011a,b,c). Ainsi, nous nous sommes interrogés sur la possibilité d’une telle prise en charge

cellulaire pour d’autres métaux tels que les Lanthanides ?

Des études précédentes ont montré que lors de la détoxification cellulaire, les métaux
étaient conjugués au glutathion (GSH) et ceux-ci étaient transportés hors des cellules via les
systemes d’efflux MRP (Singhal et al., 1987 ; Kala et al., 2000 ; Long et al., 2011a). Au regard
de cette observation, il était donc intéressant de déterminer si la réaction de conjugaison au
glutathion était impliquée en synergie avec les protéines MRP-like pour la détoxification
cellulaire des Lanthanides ? Pour cela, les cellules ZF4 de Danio rerio ont été exposées aux

Lanthanides en présence et en absence d’inhibiteur des glutathion-S-transférases (GST), une
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enzyme catalysant la réaction de conjugaison au glutathion sur les xénobiotiques (Deleey et al.,
2006). Les résultats ont montré que la toxicité des Lanthanides n’a pas été impactée en présence
d’acide éthacrynique, un inhibiteur des glutathion-S-transférases (GST). Nos résultats
suggerent, par conséquent, que I’action des GST n’est pas requise dans les mécanismes de

détoxification des Lanthanides dans les cellules ZF4 de Danio rerio.

Concernant le r6le des protéines de type MRP-like dans la détoxification cellulaire des
Lanthanides, les résultats ont montré que les Lanthanides étaient plus toxiques en présence de
MK571 sur les cellules ZF4 de Danio rerio, par rapport aux Lanthanides testés en absence de
MK571 sur ces cellules. Ceci est clairement mis en évidence dans le cas du gadolinium pour
une durée d’exposition de 48 h. En effet, pour cette durée d’exposition, aucun impact toxique
significatif du MK571 n’a été observé sur la viabilité des cellules ZF4. Ces résultats suggérent
I’implication des protéines MRP-like pour la détoxification des Lanthanides dans les cellules
ZF4 de Danio rerio. Cette observation est en accord avec la littérature, soulignant le réle des
protéines MRP-like pour la détoxification des métaux (Zhou et al., 2008 ; Long et al.,
2011a,b,c ; Luckenbach et al., 2014). Dans une perspective de recherche a court terme, il serait
intéressant de mesurer quantitativement 1’expression des génes MRP-like (1 a 5) dans les
cellules ZF4 de Danio rerio exposées pendant 48 h aux Lanthanides en présence et en abscence
de MK571. Pour cela, nous pourrions envisager d’adapter le protocole de RT-PCR (réaction en
chaine par polymérase par transcriptase inverse) proposé par Long et al. (2011b,c). Ce protocole
vise dans une premiere €étape a extraire et a purifier ’ARNm des tissus exposés ou non aux
contaminants. Dans une deuxieme étape, les brins d’ARNm purifi€s sont retranscrits en brins
d’ADN complémentaire et amplifiés, a 1’aide d’un « Mix PCR » composé d’une transcriptase
inverse (RT), d’amorces ciblant les séquences des genes ABCC 1 a 5, d’oligonuéclotides, et
d’une enzyme polymérase. Cette perspective permettra de déterminer plus précisement si toutes
ou certaines protéines MRP actuellement recensees chez le Danio rerio sont impliquées dans
le transport des Lanthanides hors des cellules ZF4. Les résultats mis en évidence avec le
probénécide ont, quant & eux, montré que la toxicité des Lanthanides n’était pas différente et
pouvait méme étre plus faible (10 a 20 %) dans certaines de nos expériences, comparativement
a la toxicité de ces métaux en absence de I’inhibiteur sur les cellules ZF4 de Danio rerio. Nos
résultats ne sont pas en accord avec ceux obtenus avec le MK571 et avec Long et al. (2011a),
pour lesquels la toxicité d’autres métaux (plomb, mercure, cadmium, et arsenic) était plus
¢élevée suite a une inhibition des systémes d’efflux MRP-like par du probénécide dans les

cellules ZF4 de Danio rerio. Pour expliquer les différences de résultats en présence de
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probénécide et de MK571, notre hypothése est que les cellules ZF4 présenteraient des systémes
d’efflux, autres que les MRP-like, capables d’éliminer les Lanthanides suite a leur stimulation
par le probénécide. En effet, dans la littérature, le probénécide est connu pour potentialiser
I’activité des canaux cationiques TRPV2 (Bang et al., 2007). Ces canaux protéiques non
sélectifs sont localisés au niveau des membranes cellulaires chez les organismes
pluricellulaires, et jouent un réle de médiateur vis-a-vis du calcium intracellulaire (Hofmann et
al., 2000 ; Montel, 2001). Dans des recherches complémentaires, il serait intéressant d’étudier
le réle par exemple des systémes d’efflux de type ABCB-like (Sabri et al., 2012 ; Lerebours et
al., 2016 ; Gordon et al., 2019) ou de type SLC-like (Cooper et al., 2006 ; Hernandez et Allende,
2008), lesquels sont impliqués dans 1’élimination de divers métaux (cuivre, zinc, fer) chez
Danio rerio, dans le cas de la détoxification des Lanthanides dans les cellules ZF4 en présence

et en abscence de probénécide.

3. Cultures primaires de glandes digestives de Corbicula fluminea

Au cours de cette these, nous avons décidé de développer des cultures primaires de
glandes digestives de Corbicula fluminea. Au regard de la littérature, il n’existe pas d’étude
ayant relaté le développement de ce modeéle cellulaire. Notre choix s’est porté sur ce bivalve
filtreur, puisqu’il est particuliérement exposé a I’action de nombreux stress physique (variations
de température et de salinité) et a divers contaminants (cuivre, plomb, cadmium...). De plus, cet
organisme est actuellement présent dans la plupart des eaux douces du monde entier (Kramer-
Wilt, 2008 ; Cupsa, 2014) et est utilisé comme organisme modéle en laboratoire (Bertrand et
al., 2017 ; Perrat et al., 2017 ; Koehlé-Divo et al., 2018, 2019a,b).

Les cellules primaires de glandes digestives de Corbicula fluminea sont obtenues par
dissociation enzymatique, dont le taux de viabilité lors de la mise en culture était supérieur
en moyenne a 77 £ 4 %. Nous avons choisi cette méthode puisqu’il a été rapporté que
’utilisation d’enzymes protéolytiques pour dissocier les tissus avait permis d’obtenir des
suspensions cellulaires d’acinus de glandes digestives de la coquille Saint-Jacques
d’Atlantique (Le Pennec et Le Pennec, 2001) et de glandes digestives de Dreissena
polymorpha (Quinn et al., 2009), dont les taux de viabilité étaient supérieurs a 80 % apres
96 h de culture. Par ailleurs, cette méthode est moins destructrice que celle par dissociation
mécanique (Nogueira et al., 2013) et plus rapide que la culture d’explants de tissus (Potts

et al., 2020). Dans nos cultures primaires, il a été observé la présence de plusieurs types
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cellulaires non adhérents et qui possédent des tailles et des granulométries variables. Des
observations similaires ont ét¢ décrites dans la littérature entre 2001 et 2020, pour d’autres
cultures primaires de glandes digestives de bivalves aquatiques. Le Pennec et Le Pennec (2001)
ont identifié dans les cultures primaires de glandes digestives de la coquille Saint-Jacques de
1’ Atlantique (Pecten maximus) la présence de cellules sécrétrice d’acinus trés granuleuses et
ayant une taille comprise entre 40 et 60 um. Balbi et al. (2017) ont, quant a eux, identifié au
microscope confocal a balayage laser les cellules de glandes digestives du bivalve marin
Mytilus galloprovincialis. Ces auteurs ont mentionné la présence de plusieurs types cellulaires
de tailles différentes, i.e., un 1* type cellulaire de petite taille contenant peu de vacuoles
correspondant a des cellules sécrétrices digestives, un 2°™ type cellulaire de petite taille
dépourvue de vacuole identifié comme des cellules épithéliales, et un 3°™ type de grande taille
contenant une multitude de granulation comparable a des cellules sécrétrices digestives. Au
cours de nos essais, un type cellulaire adhérent a également été observé dans quelques-
unes de nos cultures primaires. Il présentait une morphologie de type fibroblastique et
pouvait jusqu’a former une pré-matrice de 4 a 5 cellules aprés 3 jours de culture. Cependant,
ces cellules n’ont pas évolué en raison, peut-étre, de la grande surface de culture des flasques
T7s. 1l est donc possible que les cellules n’aient pas pu communiquer entre elles de maniere
optimale, limitant leur adhésion et leur élongation. Quinn et al. (2009) ont aussi relaté a partir
du 4°™ jour de culture la présence d’un type cellulaire adhérent provenant des glandes
digestives de Dreissena polymorpha. Ces auteurs précisent que ces cellules pourvues d’une
granulation faible sont comparables a des cellules fibroblastiques. Elles sont capables
d’effectuer une élongation & partir du 4°™ jusqu’a former une pré-matrice cellulaire au bout du
7™ jour de culture. Parmi nos types cellulaires, il est probable que certains d’entre eux
proviennent des tissus de gonades de Corbicula fluminea. Lors de la dissection des
individus et pour chaque nouvelle culture, il a été difficile de ne récupérer que les glandes
digestives puisqu’elles sont intimement liées aux gonades. Bien que nous ayons tenté de
séparer délicatement les organes apres leur prélevement, la procédure n’était pas
concluante. Ainsi, il serait intéressant dans d’autres études de tenter d’obtenir des cultures
primaires de glandes digestives de Corbicula fluminea, dépourvues de cellules gonadiques.
Dans une premiére étape, nous pourrions envisager de caractériser les types cellulaires
présents dans les cultures primaires de glandes digestives de Corbicula fluminea par des
observations au microscope a balayage électronique couplées a des coupes d’histochimie des
tissus de glandes digestives et de gonades des individus. Dans une deuxieme étape, il faudrait

séparer les types cellulaires issus des gonades et des glandes digestives lors de 1’étape de la
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mise en culture. Pour cela, nous pourrions tenter d’isoler un type cellulaire de glandes digestives
préalablement identifié en cytométrie de flux par un tri cellulaire mécanique. Cette méthode
consiste a isoler physiquement un type cellulaire du reste de la population hétérogene de cellules
aprés avoir sélectionné ses caractéristiques de taille et de granulométrie. Le tri cellulaire
mécanique présente 1’avantage d’obtenir une population de cellules avec un taux de pureté
supérieurs a 99 %. Cependant, 1’opération pour obtenir une population de 10° cellules peut étre
longue (1 h a9 h), en raison de contraintes physiques (fragilité de la membrane cellulaire, taille)

liées au type cellulaire isolé.

Le maintien des cultures primaires avec une viabilité supérieure a 75 % n’est possible que
pendant une semaine, en raison d’une absence de prolifération cellulaire (Freshney, 2005). A
terme, une altération de la sensibilité des cultures primaires peut étre attendue liée a une baisse
de I’activité métabolique des cellules, entrainant ainsi une surestimation ou une sous-estimation
de la toxicité réelle des contaminants. Ainsi, il a été nécessaire de démontrer que la toxicité
observée pour les essais d’exposition aux Lanthanides ne s’expliquait pas par une altération
de la sensibilité des cellules primaires aprés 96 h. Pour cela, les cellules primaires de
glandes digestives de Corbicula fluminea ont été exposées au peroxyde d’hydrogene
pendant 30 minutes aprés le 1%, 2°Mme, 3éme geme et 76Me jour de culture. Au regard des valeurs
de CEso calculées a partir des courbes dose-réponse, aucune différence significative de
toxicité du peroxyde d’hydrogéne n’a été observée sur les cellules cultivées pendant une
semaine. Ce résultat montre que les cultures primaires de glandes digestives de Corbicula
fluminea sont stables en termes de réponse a une exposition a un contaminant toxique de
référence, et que ces cultures peuvent étre utilisées pour évaluer la toxicité des Lanthanides

sur une période n’excédant pas une semaine.

En mesurant la toxicité des 14 Lanthanides, les résultats montrent une différence
significative de toxicité entre ces métaux sur les cellules primaires de glandes digestives de
Corbicula fluminea. L’effet cytotoxique était compris entre 16 + 21 et 53 & 3 % sur nos cellules
exposées pendant 96 h a une concentration finale de 1 mM de Lanthanide. Bien qu’aucune
corrélation n’ait ét€¢ mise en évidence entre la toxicité et la masse atomique des Lanthanides,
des variations individuelles de toxicité sont observées entre les éléments, i.e., une toxicité plus
élevée du lanthane, europium, thulium, et ytterbium est observée sur les cellules primaires de
glandes digestives de Corbicula fluminea. A ce jour, il s’agit des premiers résultats obtenus a

partir de travaux initiés sur ce nouveau modele cellulaire. Dans la littérature, Laville et al.
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(2004) ont évalué la toxicité cellulaire des Lanthanides au moyen d’une culture primaire
d’hépatocytes d’Oncorhynchus mykiss. Ces auteurs ont mesuré une valeur de CEso de 41,18
mg/L (i.e., 265 uM) sur ces cellules primaires d’hépatocytes aprés 24 h d’exposition a une
gamme de concentrations de 9,83 a 157 mg/L (i.e., 63 a 1010 uM) de sel de chlorure de
gadolinium. Au regard de I’ensemble des résultats, il est indispensable de poursuivre 1’étude de
la toxicité des Lanthanides a I’aide de cet outil cellulaire, en répétant plusieurs fois 1I’expérience
et en réalisant une cinétique de réponse identique a celle faite sur nos lignées cellulaires de
poissons, ¢’est-a-dire en termes de durées et de concentrations d’expositions. Cela permettrait
également de comparer les effets toxiques des Lanthanides entre les lignées de poissons et les
cultures primaires de glandes digestives de Corbicula fluminea.
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Ce travail de thése s’est inscrit dans le cadre du programme « Ecotoxicology of Rare
Earth Elements in Aquatic Systems (ECOTREE) », soutenu par 1’Agence Nationale de la
Recherche (ANR) en France et par le Fonds National de la Recherche au Luxembourg. Ce
travail avait comme objectifs d’étudier la toxicité cellulaire des Lanthanides et d’identifier les
mécanismes de détoxification cellulaire de ces métaux. La toxicité individuelle et en mélange
des Lanthanides a été étudiée a travers des mesures de viabilité sur des cellules fibroblastiques
(ZF4) et des cellules hépatiques (ZFL) de Danio rerio, des cellules branchiales (RTgill-W1)
d’Oncorhynchus mykiss, et des cellules primaires de glandes digestives de Corbicula fluminea.
Nous nous sommes ensuite intéressés aux roles que peuvent avoir les glutathion-S-transférases
et les protéines MRP-like, deux acteurs intervenant respectivement en phase Il et 11l de la
détoxification cellulaire, dans le cas de la détoxification cellulaire des Lanthanides. Pour cela,
les effets toxiques individuels de trois Lanthanides (néodyme, gadolinium, et ytterbium) ont été
étudiés, en mesurant la viabilité de cellules ZF4 de Danio rerio exposées a ces métaux en
absence et en présence d’inhibiteurs des GST (acide éthacrynique) et des MRP-like (MK571,

probénécide).

La premicre partie de ce travail était d’étudier les effets toxiques individuels et en
mélanges des Lanthanides sur des lignées cellulaires de poissons. Les résultats ont montré
un impact toxique du néodyme, du gadolinium et de 1’ytterbium sur les 3 lignées cellulaires
de poissons. Il a été montré une toxicité plus élevée des Lanthanides Lourds par rapport a
celle des Lanthanides Légers sur les cellules ZF4 de Danio rerio. L’augmentation de la
toxicité le long des groupes de Lanthanides n’est toutefois pas réguliére, puisque des
variations individuelles de toxicité sont observées entre ces métaux. Nos observations
soulignent également l’importance d’étudier les effets toxiques des Lanthanides en
mélanges a l’aide des approches statistiques et modélisatrices. Pour nos 3 lignées
cellulaires de poissons, des effets de synergie sont mis en évidence pour tous les mélanges

réalisés.

La deuxieme partie de ce travail visait a identifier les mécanismes impliqués pour la
détoxification du néodyme, du gadolinium et de I’ytterbium dans des cellules ZF4 de Danio
rerio. L’étude de la toxicité des Lanthanides en présence d’inhibiteur des glutathion-S-
transférases souligne que la réaction de conjugaison au glutathion ne contribue pas a la
détoxification de ces métaux dans les cellules ZF4 de Danio rerio. En effet, aucune

différence de toxicité des Lanthanides n’est observée en présence d’acide éthacrynique.
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Compte tenu des résultats associés au MK571, un inhibiteur des protéines MRP-like, il a
été montré que ces protéines membranaires sont impliquées dans la détoxification des
Lanthanides, i.e., une toxicité plus élevée des Lanthanides est observée en présence de
MKH571 sur les cellules ZF4. Dans le cas du probénécide, la toxicité des Lanthanides n’est
pas différente et peut méme diminuer en présence de cet autre inhibiteur des protéines
MRP-like. Ce résultat suggeére que d’autres systémes d’efflux contribueraient a la

détoxification cellulaire des Lanthanides en présence de probénécide.

La troisieme partie de ce travail consistait a développer des cultures primaires de
glandes digestives de Corbicula fluminea et a utiliser ce modeéle cellulaire pour évaluer la
toxicité des Lanthanides. Le développement de ce modéle a permis de montrer un taux de
viabilité cellulaire supérieur a 75 % lors de la mise en culture, et son maintien pendant une
semaine sans que leur sensibilité n’ait été altérée. Un impact toxique des Lanthanides est
observé sur les cellules primaires de glandes digestives, montrant ainsi que ce modeéle peut
étre utilisé comme un outil supplémentaire pour évaluer la toxicité cellulaire des

Lanthanides.

Les travaux de cette thése sont les premiers de ce genre en écotoxicologie aquatique
a 1’aide de mode¢les cellulaires d’organismes aquatiques. Ceux-Ci laissent, par conséquent,
entrevoir des nouvelles questions et des perspectives de recherche complémentaires afin

d’évaluer le danger que représentent les Lanthanides pour les organismes aquatiques.

Au regard de I’ensemble de nos résultats, les lignées cellulaires de poissons et les
approches statistiques sont des outils puissants, pertinents, prédictifs et complémentaires
aux essais in vivo pour évaluer la toxicité des Lanthanides. D’une part, il est nécessaire de
poursuivre 1’évaluation de la toxicité individuelle des 14 Lanthanides sur les cellules
hépatiques (ZFL) de Danio rerio et sur les cellules branchiales (RTgill-W1)
d’Oncorhynchus mykiss. Cela permettrait de comparer et de confirmer nos observations
faites sur les cellules fibroblastiques (ZF4) de Danio rerio. D’autre part, pour confirmer les
effets de synergie que nous avons observés pour les Lanthanides, il serait intéressant d’étudier
prochainement la toxicité d’autres sels de Lanthanides en mélanges sur nos cellules
fibroblastiques (ZF4) et hépatiques (ZFL) de Danio rerio, ainsi que sur les cellules branchiales
(RTqill-W1) d’Oncorynchus mykiss a 1’aide du mode¢le statistique WLR et de 1’approche

modélisatrice RSM.
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Conclusion et perspectives

D’autres études sont requises pour étudier la détoxification cellulaire des Lanthanides
dans les cellules ZF4 de Danio rerio, suite aux résultats préliminaires misent en évidence
au cours de la these. Dans des prochaines études complémentaires, il serait pertinent de
mesurer la toxicité d’autres sels de Lanthanides en présence et en absence d’inhibiteurs des
GST (acide éthacrynique) et des protéines MRP-like (MK571, probénécide) dans les cellules
ZF4 de Danio rerio. Les réponses apportées permettront de déterminer si les protéines MRP-
like sont impliquées dans la détoxification cellulaire de tous les Lanthanides dans les cellules
ZF4.

L’utilisation de cultures primaires de glandes digestives de Corbicula fluminea
apparait comme un outil cellulaire intéressant pour évaluer la toxicité cellulaire des
Lanthanides. Il faut, par conséquent, continuer le développement de ce nouveau modeéle
cellulaire dans une perspective de recherche a long terme. Nous pourrions tenter d’obtenir
une lignée cellulaire immortalisée de glandes digestives de Corbicula fluminea, en effectuant
des sous-cultures successives du type cellulaire adhérent présent dans les cultures primaires.
Cette perspective est d’autant plus originale puisqu’il n’existe actuellement aucune lignée
cellulaire de bivalve aquatique commercialisé, d’aprés les banques de données de Cellosaurus

etde ’ATCC.
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Annexes

Annexe 1

Tableau relatant de la composition du milieu d'¢levage pour 1’acclimatation de Corbicula fluminea.

Composition du milieu d'élevage  Proportion en volume

CaCly, 2H,0 (4,2 g/L) 25 %o
MgSOs, 7H,0 (160 mg/L) 25 %o
NaHCOjs (600 mg/L) 25 %o
KCI (60 mg/L) 25 %o
Eau de Volvic 1/8 éme

QSP eau déminéralisé

'\

-

Stérilisation pendant 20 min
a 120 °C (autoclavage)
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Annexes

Annexe 2

Tableau relatant des solutions nécessaires a la procédure de décontamination des tissus de glandes

digestives de Corbicula fluminea.

Solution Quantité

SBS 42,32 g/L (Quinn et al., 2009) 1 L d'eau ultrapure stérile + 2,32 g de NaCl
Osmolarité = 100 mOSM Filtration sur 0,22 um par Stéricup (1 L)

Solution antibiotique 4X (ATB) 0,02 %o (20 mL) de Pénicilline - Streptomycine
(5, 000 IU/mL - 5000 pg/mL, Gibco)
80 pg/mL de Gentamycine
(50 mg/mL, Gibco soit un vol =1,6 mL)
40 pg/mL de Kanamycine
(Sigma - Alderich, soit un vol =52 mL)
QSP 1 L deau ultrapure stérile
Filtration sur 0,22 pm par Stéricup (1 L)

Solution antibiotique 2X (ATB)  1/2 sol ATB 4X (5 mL) + 1/2 sol SBS (5 mL)

Solution antibiotique 1X (ATB) 1/4 sol ATB 4X (2,5 mL) + 3/4 sol SBS (7,5 mL)
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Annexe 3

Tableau relatant de la composition de la solution de pronase a 0,025 % nécessaire au lancement de la

dissociation des tissus de glandes digestives de Corbicula fluminea (8 heures).

Composant Proportion en volume
Solution de pronase a 3/4 Solution de SBS (75 mL) + 1/4 sol ATB 4X (25 mL) + 25 mg de
0,025 % (wi/v) Pronase (4 units/mL, Sigma - Alderich)

Filtration sur 0,22 um par seringue
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Annexe 4

Tableau relatant de la composition du milieu Leibovitz’s L-15 modifié a 10 % d'aprés Quinn et al. (2009)

pour la réalisation des cultures primaires de glandes digestives de Corbicula fluminea.

Composition et constitution du milieu Leibovitz’s L-15 modifié a 10 % Quantité

Milieu de culture Leibovitz’s L-15 15 % (150 mL)
Péniciline - Streptomycine (5,000 IU/mL - 5000 pg/mL, Gibco) 5mL (2,5 mg/mL)
Gentamycine (50 mg/mL, Gibco) 2 mL (100 mg/mL)
Kanamycine (Sigma - Alderich) 0,01g

Rouge de Phénol 0,01g

HEPES 2,389

QSP 1 L eau ultrapure stérile
Vérification et ajustement du pHa 7,5
Vérification osmolarité & 100 mOSM
Filtration sur 0,22 pum par Stéricup
Conservation a - 20 °C puis lors de l'utilisation ajouter
L - glutamine 10 mL
Sérum de veau feetal (SVF) 100 mL

Vérification du pH a 7,5 - conservation a - 20 °C - décongélation a température ambiante
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Résumé

Depuis 30 ans, ’utilisation croissante des Lanthanides dans les nouvelles technologies a entrainé des rejets
importants de ces métaux vers les écosystémes aquatiques. Dans une politiqgue mondiale de développement durable
visant a préserver la qualité des écosystémes, la question de 1’impact des Lanthanides sur les organismes aquatiques
s’est naturellement posée. Néanmoins, les études restent peu nombreuses et aucun consensus ne subsiste concernant la
toxicité des Lanthanides. Dans ce contexte, nous avons étudié la toxicité cellulaire des Lanthanides individuellement et
en mélanges. Les effets toxiques ont été mis en évidence en mesurant la viabilité de cellules fibroblastiques (ZF4 ;
ATCC®, CRL-2050™) et hépatiques (ZFL ; ATCC®, CRL-2643™) de poisson zébre (Danio rerio), de cellules
branchiales (RTgill-W1 ; ATCC®, CRL-2523™) de la truite arc-en-ciel (Oncorynchus mykiss), et des cellules primaires
de glandes digestives de corbicule (Corbicula fluminea) exposées a ces métaux. Les résultats ont montré que les
Lanthanides sont responsables d’effets toxiques directs sur nos modeles cellulaires. Concernant la toxicité des
Lanthanides en mélanges, des effets synergiques ont été observés sur les 3 lignées cellulaires de poissons. Nous nous
sommes également intéressés aux mécanismes de détoxification des Lanthanides dans les cellules ZF4 de Danio rerio.
Pour cela, la viabilité des cellules ZF4 a été mesurée apres des expositions aux Lanthanides en présence d’inhibiteurs
specifiques des glutathion-S-transférases (acide éthacrynique) et des protéines MRP (MK571 et probénécide). Nous
avons décidé d’étudier ces acteurs en raison de leurs roles respectifs dans les phases I et III de la détoxification cellulaire
de métaux chez les bivalves et les poissons. Les résultats ont montré que les protéines MRP jouent un réle dans la
détoxification des Lanthanides dans les cellules ZF4. Globalement, les résultats obtenus pour cette recherche ont
confirmé que les effets toxiques des Lanthanides a 1’échelle cellulaire sont pertinents pour prédire les effets in vivo, dans

le cadre d’une évaluation de la toxicité de ces métaux.

Mots-clés : Lanthanides, Cytotoxicité, Effet mélange, Détoxification cellulaire, modeéles cellulaires.

Abstract

Since 30 years ago, the growing use of Lanthanides in new technologies has contributed to important releases of
these metals into aquatic ecosystems. In a global sustainable development policy aimed at preserving the quality of
ecosystems, the impact of Lanthanides on aquatic organisms has naturally been questioned. However, studies on the
aquatic ecotoxicology of Lanthanides are incomplete, and no consensus is established yet. In this context, we studied
the cellular toxicity of Lanthanides individually and in mixtures. To determine these toxic effects, cell viability was
measured on Danio rerio fibroblast-like cells (ZF4; ATCC®, CRL-2050™), Danio rerio hepatic cells (ZFL; ATCC®,
CRL-2643™), Oncorhynchus mykiss epithelial cells (RTgill-W1; ATCC® CRL-2523™), and primary culture of
Corbicula fluminea digestive glands exposed to Lanthanides. Direct toxicity of Lanthanides has been observed on all
cellular models. Concerning the toxicity of Lanthanides in mixtures, synergistic effects have been underlined on the
three fish cell lines. In this research, we focused on the mechanisms of the detoxification of Lanthanides in the case of
ZF4 cells from Danio rerio. The effects of Lanthanides were assessed in the presence of specific inhibitors of
glutathione-S-transferases (ethacrynic acid) and MRP-like (MK571 and probenecid), by cell viability measurements.
We decided to study these actors of the cellular detoxification due to their respective roles in phases Il and Il of the
cellular detoxification of metals in fishes and bivalves. Regarding the results, MRP-like proteins are effectively involved
in the detoxification of Lanthanides in ZF4 cells. Overall, our results highlighted the relevance of the toxic effects of
Lanthanides at the cellular level for the risk assessment of these metals.

Keywords: Lanthanides, Cytotoxicity, Mixture effect, Cellular detoxification, Cellular models.
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