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> Cellules endothéliales : gardiennes de
’homéostasie hépatique
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Les EV, contenant ou non des mitochondries, comme
nouveaux biomarqueurs d’exposition et de toxicité aux

mélanges d’HAP d’origine alimentaire

HMEC-1 EV/MitoEV:

e Isolement, caractérisation biochimique et
fonctionnelle

e Communication intercellulaire et impact sur les
cellules environnantes

° Devenir in vivo



Introduction aux HAP : sources, toxicité cellulaire et dysfonction mitochondriale

HAP

Benz[alanthracene Chrysene

Benzo[a]pyrene  Indeno[1,2,3-c,d]pyrene

Possible sources How can PAHs enter
ﬂ of exposure ? your body?

Food:

Smoked, charbroiled,
@ chargrilled or barbequed
foods

2\ Coffee beans, cocoa beans
“S andtealeaves

=# seafood

Breast MK (i mother exposed)

Via ingestion

Contaminated soil and dust

Contaminated drinking
water

Cigarette smoke
Contaminated air

Smoke from open fireplaces

Via inhalation

B 5 &\ @ * &

Indoor air

tional exposure
2c sphalt

Via dermal absorption

® B

Consumer products
(made of rubber and/or plastic)

https://www.hbm4eu.eu/wp-content/upload
s/2022/03/HBM4EU_INFOGRAPHIC_PAH

s.pdf

> polluants environnementaux

> 16 HAP : polluants prioritaires (1977, US-EPA)

US-EPA : U.S. Environmental Protection Agency


https://www.hbm4eu.eu/wp-content/uploads/2022/03/HBM4EU_INFOGRAPHIC_PAHs.pdf
https://www.hbm4eu.eu/wp-content/uploads/2022/03/HBM4EU_INFOGRAPHIC_PAHs.pdf
https://www.hbm4eu.eu/wp-content/uploads/2022/03/HBM4EU_INFOGRAPHIC_PAHs.pdf
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HAP

Benzlalanthracens  Chivsene > polluants environnementaux

Benzo[a]pyrene  Indeno[1,2,3-c,d]pyrene

Composition des mélanges expérimentaux :

*
Possible sources How can PAHs enter PAH4 PAH 1 8
ﬂ of exposure ? your body? [PAHS]
[PAHs] PAH s:
Food: Ees (nM) S (nM)
@ i o barbesued Chrysene 35,43 Pyrene jLEBl
foods
Phenanthrene 14,49
Q g:ﬁ;bl:c:s cocoa beans Benzo[a]anthracene 24,73 4 . . .
= T Fluoranthene .23 ° Contient les HAP alimentaires
Via ingestion Naphtalene 7,69 i ioritai
o Benzo[a]pyrene 18,48 4 majeur'S (dont |eS 16 prlorltalres)
)y Breastmik (i mother exposec) Chi 7,25
- _ rysene f
’ Contaminated soil and dust =100nM Fluorene 7,11 . .
@ Cc:(amina(ed drinking Benzo[a]anthracene 5,06 > Pertl nence enVIronnementale :
water 7 . y age . .
Iy e  Mélange simple o e | reflet de I'exposition alimentaire
& , Benzo[a]pyrene 3,78 E FSA
(5 contaminated air [ ] Eva|uatI0n du r|Sq ue I|é é Benzo[g,h,i]fluoranthene 3,70 ( )
BT Smoke from open fireplaces Via inhalation une eXpOSItIOI"I Indeno[1,2,3-c,d]pyrene 3,15
Indoor air . . Benzo[j]fluoranthene 277
Occupational exposure a I | me ntal re ( E FSA, Acenaphthene 271
EC HA US_E PA) Dibenzo[a,h]anthracene 2,52
) 3 ’ Acenaphtylene 2,45
:b i?drlili)rr\erp:9gustsypdl‘ Via dermal absorption AR TAcars 1,88
Benzol[c]fluorene 1,66
https://www.hbm4eu.eu/wp-content/upload Benzo[Kk]fluoranthene 1,58

s/2022/03/HBM4EU INFOGRAPHIC PAH EFSA : Autorité européenne de sécurité des aliments ;

s.pdf ECHA : Agence européenne des produits chimiques =100nM (*Barathon et al., 2025)


https://www.hbm4eu.eu/wp-content/uploads/2022/03/HBM4EU_INFOGRAPHIC_PAHs.pdf
https://www.hbm4eu.eu/wp-content/uploads/2022/03/HBM4EU_INFOGRAPHIC_PAHs.pdf
https://www.hbm4eu.eu/wp-content/uploads/2022/03/HBM4EU_INFOGRAPHIC_PAHs.pdf

Introduction aux HAP : sources, toxic

Benz[a]anthracene

How might PAHs affect
your health?

How can PAHs enter
your body?

Possible sources
of exposure

3

2

Smoked, charbroiled, Decreased immune
@ chargrilled or barbequed function
foods
A\ Coffee beans, cocoa beans
%S andtea leaves . .
) Lung function abnormalities
Sea food - . i
[ = Via ingestion (asthma-like symptoms)
\)o Breast mik (if mother exposed)
Liver damage
4 Contaminated soil and dust @ 8
—)  Contaminated drinking
) ‘
Kidney damage
L
> Cigarette smoke
A= E Increased risk
(@ Contaminated air of skin, |ung
n bladder and
]  Smoke from open fireplaces i : gastrointestinal
Via inhalation cancers*
A indoor air
al ex
(co tar inflammation /)

b ) Consumer products Via dermal absorption
(made of rubber and/or plastic

https://www.hbm4eu.eu/wp-content/uploads/2022/03/HBM4EU_INFOGRAPHIC_P
AHs.pdf

ité cellulaire et dysfonction mitochondriale

HAP > polluants environnementaux

Chrysene

Benzo[a]pyrene (B[a]P) : cancérogéne de
groupe 1 (CIRC)

>

L’apport alimentaire en PAH4 est positivement
associé au risque de cancer du sein et de
mortalité associée aux cancers de la trachée

et des poumons : cohorte E3N-Generations
(Amadou et al., 2025 ; Marques et al., 2022)

\

»

DNA adducts

7

Altered gene
regulation

ot
sa'ss
Benzo[a]pyrene  Indeno[1,2,3-c,d]pyrene

PAHs

Dgy,
Oxjf;
s s oty "
CYPs, EHs, AKRs, Zang,, G"
and other enzymes %
Active
metabolltes

Pr‘oﬁfn

Protein adducts

|

Altered protein
functions/activities

Inactive
metabolites

Oxidation of DNA,
RNA, proteins, & lipids

|

Altered
functions/activities

DNA mutations
of macromolecules

(Stading et al., 2021)


https://www.hbm4eu.eu/wp-content/uploads/2022/03/HBM4EU_INFOGRAPHIC_PAHs.pdf
https://www.hbm4eu.eu/wp-content/uploads/2022/03/HBM4EU_INFOGRAPHIC_PAHs.pdf
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HAP

Benz[a]anthracene Chrysene

Benzo[ajpyrene  Indeno[1,2,3-c,d]pyrene

Possible sources
ﬂ of exposure

How can PAHs enter
your body?

How might PAHs affect
your health?

Food:
Smoked, charbroiled,
@ chargrilled or barbequed
foods
Q) Coffee beans, cocoa beans
'S and tea leaves

=2 seafood

Breast mik (1 mother exposed)

)
@  Contaminated soil and dust

e Contaminated drinking

B
Cigarette smoke

Contaminated air

Indoor air

Occupational exposure
oking, it

o (cooking coaltar, asphal
fiagg  production, smokenouses, and
municipal trash incineration

facities)

P
{5
AT smoke from open fireplaces

Via ingestion

Via inhalation

g& Consumer products Via dermal absorption
(made of rubber and/or plastic)

Decreased immune
function

Increased risk

of skin, lung,
bladder and
gastrointestinal

cancers*

Skin
inflammation [/

P Héteronlasmy
f J in mtDNA
Changes in .

mIDNA copy
number

https://www.hbm4eu.eu/wp-content/uploads/2022/03/HBM4EU_INFOGRAPHIC_P

AHs.pdf

Dysfonction mitochondriale :

Presence
of 8-0Hd(

> polluants environnementaux

Forte liaison a DNAmt
(40-90x ADNN)

Bioactivation CYP450
T ERO

Altération du nombre
de copie d’ADNmt

(Reddam et al., 2022)


https://www.hbm4eu.eu/wp-content/uploads/2022/03/HBM4EU_INFOGRAPHIC_PAHs.pdf
https://www.hbm4eu.eu/wp-content/uploads/2022/03/HBM4EU_INFOGRAPHIC_PAHs.pdf
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HAP
e
&
Sonzlalanthracene  Chiysene > polluants environnementaux

Altérations mitochondriales des cellules HMEC-1 :  Berllpyrene indenolt.23-cclpyrene

Agnés Burel

Nina Soler

Plateforme MET (BIOSIT)

-> Réponse SIMH aprés une exposition B[a]P 100nM* :

e Blocage de la mitophagie
e  Elongation mitochondriale (diminution DRP1/MFF, fission)

e  Augmentation de la concentration d’ATP intracellulaire

> Témoin de souffrance mitochondriale

e
228

M - 24h PAH18 100nM - 24h

2

. h (*Guillouzouic et al., 2025 - under review)
PAH4 100n

SIMH : Stress Induced Mitochondrial Hyperfusion ; MET: Microscopie électronique a transmission



Role émergent des EV pour I’étude d’expositions environnementales 8

Environmental Exposure Sample Collection and Analysis Applications

Microvesicles

\ (100-1000 nm)

Molecules to use Q Vs
for therapeutic intervention

Plasma Serum New biomarkers of chemical exposure

New biomarkers of disease

Molecules to better understand factors
contributing to overall public health

@ = -
(Carberry et al., 2022) : ([

_____________________________________

" Mitochondria

[
EV = reflet cellulaire
. Mito-EV = reflet mitochondrial ?

D d i E

() mtDNA (40-160 nm)
Q7 Mitochondrial proteins

S oo oo - (Heyn and al., 2023)
Influence des HAP sur la production, le Identifier des marqueurs protéiques,
contenu et les caractéristiques des EV —_— lipidiques et/ou mitochondriaux
mitochondriales (MitoEVs) ? caractéristiques d’une exposition aux HAP

EV : vésicule extracellulaire ; MitoEV : EV contenant une mitochondrie ou matériel mitochondrial



Travaux antérieures : le B[a]P, exemple type d’HAP cancérogéne

Release of S-EVs
(number of particles per cell)

>

0 4

---DMsO ——B[aJP --- DMSO —B[a]P

&
g

=
v
o

Release of L-EVs
8

Release of S-EVs
(number of particles per cell)
nN
8
(number of particles per cell)

N
Release of L-EVs
number of particles per cell)
w
<)

o

DMSO B[a]P DMSO B[a]P

(
G <)

0 - T \
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Particle size (nm)

Particle size (nm)

B[a]P induit la libération d’EV par les cellules HMEC-1#

> Surproduction de S- and L- EV

i T

5 ® ’ o

Images de MitoEVs*
> MitoEV libérées par les cellules HMEC-1

Passer d’expositions a un polluant unique
a des expositions plus réalistes :

3.E+9 -

2.E+9 A

1.E+9 A

Release of EVs
(number of particles per mL of urine)

o
m
+
o

Control 0.8 mg/kg-1

> Exposition au PAH16 in vivo augmente
les niveaux d’EV dans I'urine”

(*Le Goff et al., 2019; #Travaux de Joan Guillouizouic)



) 10
Images représentatives d’EV : PAH4 et PAH18 augmentent la libération
(coloration négative) : d’EV, y compris les MitoEVs

IVIRIic  Agnés Burel

1 — Augmentation de la production d’EV totales par

les cellules HMEC-1 Nancparice acking
ox10 analysis (NTA)
6x107 % nsm — H extor-
3 s ; da
z e i
£ v @ E 4x107q
T a0 L os 3 ,
B[a]P 100nM §i & T:_% i ¥
i ERE | .
;E o e 22
= o T ——
¢ 200 400 600 o 200 400 600
Size (nm) Size (nm)
PAH18-EVs PAH4-EVs

2 — Augmentation de la production de MitoEV par
les cellules HMEC-1

PAH18 100nM 2] i = | ;
g §
: Y 2 A
é? 410 H e %? 410 gg -
it - i ji-
i | i I
éf: 2105 = ,;.1 ég 20105 ¢ e
H i
; /"} .h :
200 lg‘ﬂn - 600 800 200 ‘:l. o 600 800

PAH18-MitoEVs PAH4-MitoEVs



Caractérisation biochimique

Nano2BIO
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TECHNOLOGIES

~,

Echantillon: EVs isolées Sécrétome
Substrat : Wafer de silicium Puce d’or
Technique: Spectroscopie Raman SPRi

Caractéristiques:

Signature moléculaire :
ratio lipides/protéines,
saturation des lipides,

structure secondaire des protéines.

Signature phénotypique:
Détection et dosages en temps réel et sans
marquage des sous-populations EVs par
immunopuce en p-arrays.
Phénotypage et ligand-fishing pour la
protéomique ciblée

V
@ 0. @
¥

(

SPRi



Caractérisation biochimique
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Spectroscopie Raman

Spectres Raman de différence par rapport au controle :

0.6

CH,  Amidel CH, | {CH,

©
>

‘ PAH18 1V

AM\,AJW ~— PAH4 w\J\w
e e e

1500 2000 2500 3000
Raman shift (cm~?)

Intensité (u.a.)
o
N

o
o

» A ratio CH3/CH2 : contrdle < B[a]P < PAH4 ~ PAH18.

» X ratio hélice a / feuillet B (Amide ) : contréle < BaP < PAH4 < PAH18.

» Possibilité de distinguer les 4 conditions avec précision de 73%.

Surface Plasmon Resonance Imaging

Sensorgrammes de détection multiplex des cibles EVs :

~— Anti Flotilinl
Anti Flotilin2
Anti Caveolinl
Anti TSG101
Anti ARRD1
AnnexinV

£
i Anti PgP
4 Anti VEGFR2
§ ~ Anti ATP synthase
2 Anti CD36
2 Anti CD73
— Anti CD81
Anti Nox2
| Anti OVA
5 10 03 Surface
Temps [min]
Marqueurs différenciants du controle :
o F|O1H[iN2 e CaveOlin] — es—PgpP
CD36 ATP synthase
Bap BaP
2 ? BaP 1
0,2 0,8
0,6
04 04
0
DMSO P4 DMSO< <0,1 P4 DMSO é P4
P18
P18 P18

» Sur-expression » Sous-expression

Conclusion : identifications de marqueurs (spectraux et antigenes) de I'exposition a différents hydrocarbures




Validation du tri : 13

Tri des EV/Mito-EV Caractéristiques protéiques des fractions ’EV. =~
endothéliales par DGUC L ——

Fraction: F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
....................... density (g/mL) <1.054 1.054-1.064 1.064-1.074 1.074-1.083 1.083-1.093 1.093-1.103  1.127-1.223 >1.223
""""""""""" Protéine membranaire
Covt [N -
25 kDa &
B - TSG101 N —_— = v | . (g ,
- : ; |—- e — ) G & I —> Protéine spécifique d’EV
F1 - = - : 45 kDa -
" 15mL<_ ™ : cox-lv - - . . .
F3 — % 150,000xg 110,000x g . 17 kDa t ——> Protéine mitochondriale
F4 —_— 1% — —
F5 3% 18h E i 2h . Hsc70 i .
: s : 70 kDa | = — —— I——> Protéine chaperonne
— 20% .
F8 —— a0% = .
ellet - . P . T . .
° : j Profils représentatifs des W Quantification de TADNmt
: distributions de taille 17x10°
igitale on
F1 <1.054 - Nnoparie tocking 9‘;::;;';,‘{;’* 1.6x10°—
F2 1.054-1.064 . 1.5%106
F3 1.064-1.074 - Ao 1.4x10° + I
F4  1.074-1.083 . B 3 2.0x10 T
F5  1.083-1.093 S0t e 2
o 4.
F6 1.093-1.103 s . i e 1.5x10%4
F7:+L-EVs -- £
F7  1.103-1.127 832 = z
3 o Q2 10x0
F8 1.127-1.223 o
Gradient density (g/mL) L 5.0x10°
0% 1
L 100 200 31'}0 400 500 0.0

Size (nm)
(DGUC: density gradient ultracentrifugation) LA L SR A c‘@‘



Caractérisation fonctionnelle :
Evaluation de la polarité mitochondriale des DGUC_EVs

Marquage des membranes
mitochondriales

Représentation du marquage MTDR/MTG pour B[a]P_EVs (*):

MTG

Ratio de fluorescence MTDR/MTG:
Indicateur de potentiel de membrane mitochondriale

MTDR
Marquage des mitochondries
polarisées

e
Maggy)

&

L
i

R

.....YZ n .“uuf

MTG +

Mainly
depolarized

<900 nm

500nm

MTG + & MTDR
Mainly polarized

>900 nm

+

T T T T T

3

900nm

(*) Travaux de Joan Guillouizouic

1
FSC-A 3.000nm

10 000nm

T T T T T

10

30

5 e DMSO
'§ e PAH18 100nM
& 204
@
o
o
+ -
& 10
[l
=
X

0.—

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8

20+ i
.S DGUC Fraction e DMSO
k3]
g 15— e PAH18 100nM
S
@
o
> 104
w
+
=
e 57
=
2

0_

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
DGUC Fraction

>  Controle : Majorité des MTDR/MTG EV en F7
> PAH18 : 1 MTG/MTDR EV, majorité en F1



Analyses multi-omiques :
Protéome des DMSO _EVs

Diagramme de Venn selon les groupes protéiques : Classification fonctionnelle et de
localisation subcellulaire (DAVID) :
EV sans mitochondrie EV avec
mitochondrie Category Term Genes
Fractions F1-F5 Fractions F6-F8 -~ GOTERM_CC_DIRECT cytosol 62%
= Céline Henry

’W e » GOTERM_CC_DIRECT extracellular exosome 55%
Marilina Fernandez GOTERM_CC_DIRECT cytoplasm 55%
Plateforme protéomique GOTERM_CC_DIRECT membrane 48%
GOTERM_CC_DIRECT nucleus 42%
GOTERM_CC_DIRECT plasma membrane 37%
GOTERM_CC_DIRECT nucleoplasm 31%
GOTERM_CC_DIRECT extracellular region 18%
GOTERM_CC_DIRECT focal adhesion 16%
GOTERM_CC_DIRECT mitochondrion 13%
GOTERM_CC_DIRECT extracellular space 12%
EV totales : 1 057 groupes protéiques identifiés COTERMLCCDIRECT endoplasmicretculum o
GOTERM_CC_DIRECT protein-containing complex 11%
DGUC_EV : 381 grOUpeS protéiques |dent|f|éS GOTERM_CC_DIRECT  perinuclear region of cytoplasm 10%

EV totales

https://davidbioinformatics.nih.gov/

Fractions F6—F8: 200 exclusifs — validation du tri par DGUC



Analyses multi-omiques :
Lipidome des DMSO _EVs

N Extracellular
vesicles

S, Al
3 “\J © / Ij, :
\ ~ & <y

,/\f\ FJO
o

P o
\

1

o ©

t
‘ £\
) o

SM PC CHOL

Bl 39 Sphingolipides
Bl 77 Glycerolipides
1 14 Fatty acyls
B 1 Sterol lipides

Total=206

Il 75 Glycerophospholipides

Enrichissement en sphingolipides

> Nombreux phospholipides (PC, PE,
PS..))

Chloé Cloteau
/\/\. shark

1
Mikadl Croyal |
1
]

1 Plateforme lipidomique

EV totales et DGUC_EV : 206 espéces identifiées

GPL d’origine mitochondriale : cardiolipine (6)

FA impliqués dans le métabolisme mitochondrial :

cartinine (3)
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Conclusion

>

Mélanges PAH18 & PAH4 : surproduction d’'EV & MitoEV par les cellules HMEC-1

Raman et SPRi : identification de marqueurs selon I'exposition aux mélanges d’'HAP ou B[a]P seul

Tri des sous-populations d’EV:
— Fractions riches en MitoEV vs. fractions sans MitoEV

— Validation du protocole de tri par une approche multi-analytique

Les premiéres analyses omiques et moléculaires révélent des compositions spécifiques

aux MitoEVs (cardiolipines, protéines mitochondriales, ADNmt)

Résultats encourageants démontrant I'intérét des EV en toxicologie environnementale
et dans I’évaluation de I'exposome
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.

#) Travaux en cours

Mitochondria
Damaged mitochondria

e Caractérisation du cargo des MitoEVs aprés exposition aux HAP :

Ml;Vs Re‘ease ::::::nndrial proteins.

— Etudes protéomiques et lipidomiques
Recipient cell
— Composants (ADNmt) et activité mitochondriales
(potentiel de membrane, synthése d’ATP et consommation d’O-) \@e\&ge
S
ARRDC1
Donor cell

e Exploration du transfert intercellulaire des MitoEVs et des réponses

des cellules cibles :

— Impact sur cellules immunitaires (PBMC), hépatocytes et cellules étoilées (Wu et al., 2024)

Perspectives a long terme

Pertinence toxicologique : préciser si les MitoEVs agissent comme des outils d’adaptation au stress et/ou comme
des médiateurs de toxicité

Vers des biomarqueurs : évaluer les MitoEVs dans les fluides biologiques pour surveiller I'exposition
environnementale aux HAP et mesurer les conséquences au niveau cellulaire
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