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RESUME

Le cadmium (Cd) est un métal reconnu pour son potentiel carcinogéne. Le but de cette
étude était de comprendre les circonstances et les composantes nécessaires a
I’activation de ERK1/2 par le Cd. Nous avons émis I’'hypothese de I'implication d’un
déséquilibre rédox dans cette activation par le Cd mais pas par le zinc (Zn), un métal
essentiel. La lignée cellulaire intestinale Caco-2 différenciée (J21) a été choisie comme
modele in vitro car |'intestin est un organe cible du Cd ingéré. L induction de I’activité
déshydrogénase mitochondriale (MTT) et le contenu en thiols totaux ont été mesurés
par spectrophotométrie, les niveaux de phosphorylation des protéines par
immunobuvardage, la production d’especes réactives de 1'oxygene (ERO) par la
fluorescence de la sonde DCFH-DA et I'accumulation cellulaire de Cd par
spectrophotométrie d’émission de flamme. Le Cd (10 pM) et le Zn (150 pM) peuvent
induire une augmentation de I'activit¢é MTT, mais seul le Cd peut activer ERK1/2.
L’analyse du cycle cellulaire a permis d’écarter la possibilité que cette activité¢ MTT
soit reliée a de la prolifération cellulaire stimulée par le Cd ou le Zn. L annulation du
pic d activité MTT par I’ajout de cycloheximide (CHX) (5 pM) au Cd (0-75 pM) et au
Zn (0-200 pM) permet de corréler cette activité a de la stimulation de synthése
protéique. La buthionine sulfoximine (BSO) (3 mM), la carmustine (BCNU) (30 uM)
et la N-acétylcystéine (NAC) (I mM) ont modulé I'activité MTT induite par les
métaux, mais le prétraitement au NAC n’a apporté aucun changement. Le NAC en co-
traitement avec le Cd (mais pas en prétraitement) a diminué¢ les ERO induits par le Cd
(10 pM), L’inhibiteur de la kinase MNK 1l (ETP-46464, 20 pnM) et celui de la kinase
S6 (LJI308, 10 uM) toutes deux impliquées dans 'activation du facteur de traduction
eiF4E n’ont pas modifié l'induction de Iactivit¢ MTT par le Cd, mais ETP-46464 a
significativement diminué la phosphorylation de eiF4E par le Cd. Par contre, les
niveaux d’expression de eiF4E variaient d une condition a I’autre et aucune activation
de ERK1/2 par le Cd n'a été obtenue dans cette derniere étude, nous empéchant de
conclure sur l'effet ultime du Cd sur l'activation de eiF4E via ERK1/2. Les résultats
indiquent toutefois qu'un déséquilibre rédox module I"activit¢ MTT induite par le Cd
et le Zn, méme si le Zn n’active pas ERK1/2.

Mots clés : stress oxydatif, caco-2, voies de signalisation, cadmium, zinc






CHAPITRE I : INTRODUCTION

1.1 Mise en contexte

La problématique abordée dans ce document découle d’un résultat préalablement
obtenu par Mantha et Jumarie (2010). Ils ont observé un effet d’hormese sur I’activité
de la déshydrogénase mitochondriale ou «activit¢ MTT» des cellules Caco-2
différenciées exposées pendant 24 heures a une concentration de 10 pM de Cd, mais
ce qui €tait particulierement intéressant était que I'effet d’hormese ne variait pas
seulement selon la concentration, mais aussi en fonction des niveaux de différenciation
cellulaire. A chaque tranche de sept jours, les cellules atteignaient un stade de maturité
supérieur et 1'induction de l'activité MTT par le Cd augmentait, le plus haut niveau de
stimulation a été observé au 21°¢ jour de culture (Figure 1.1). Un effet d’hormése
semblable induit par le Cd avait déja été observé dans d’autres lignées cellulaires (Hao
et al, 2009; Jiang et al, 2009), mais aucune €tude n'avait rapporté un effet d’hormese
variant avec 1'état de différenciation cellulaire. L'activit¢ MTT est habituellement
utilisée pour mesurer la viabilité et la prolifération cellulaire (Vega-Avila et Pugsley,
2001), mais I’é¢tude de Mantha et Jumarie (2010) a montré que 1’augmentation de cette
activité n’est pas corrélée a de la synthése d’ADN. mesurée par I’ incorporation de [*H]-
thymidine qui diminuait lorsque les concentrations de Cd augmentaient (figure 1.2).
Des divergences similaires entre I'activit¢ MTT et la prolifération avaient €t€ observées
par Hamel ef al., (2008) en étudiant les effets de I’oxydation des lipoprotéines de faible
densité dans des ostéoblastes. Donc, une augmentation de ’activité¢ MTT ne représente
pas nécessairement de la prolifération cellulaire et doit étre interprétée avec prudence.
De I'étude de Mantha et Jumarie (2010) découla de nombreux résultats, dont celui trés
intéressant de 1’activation de la extracellular regulated kinase 1/2 (ERK1/2) par le Cd
dans les cellules différenciées, car cette kinase n'est normalement pas active a ce niveau

de différenciation cellulaire (Aliaga et al, 1999). Cela rehausse 1'intérét d'étudier cette



activation de ERK1/2 par le Cd. Ce sont, entre autres, les conséquences de cette

activation qui seront étudiées dans le cadre de ce mémoire.
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Figure 1.1 : Variation de l'activité MTT en fonction de concentrations de Cd dans des cellules

Caco-2 au jour 7, 14 ou 21 a la suite d'une exposition de 24 heures (figure tirée de Mantha et
Jumarie 2010)
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Figure 1.2 : Incorporation du [*H]-thymidine dans des cellules Caco-2 au jour 21 a la suite
d’une exposition de 24 heures a des concentrations croissantes (0 a 50 uM) de Cd (figure tirée
de Mantha et Jumarie 2010)



1.2 Le Cadmium

1.2.1 Propriétés physico-chimiques

Le Cd occupe le numéro 48 dans le tableau périodique et posséde une masse atomique
de 112,4u. Avec une densité de 8,6 g/cm?, il posséde une forme cristalline hexagonale
d’apparence blanc-argenté et malléable (Weast, 1986). La spéciation du Cd dans son
milieu affecte sa biodisponibilité, car selon le type d’espece chimique le métal va
emprunter différentes voies de transport cellulaire (Fortin et Campbell, 2000). La
spéciation des métaux dépend de nombreux facteurs présents dans leur environnement,
par exemple le pH, la présence de matiére organique et elle dépend aussi de leur
I’affinité pour les ligands se trouvant a proximité. La forme cationique du Cd (Cd?)
existe rarement librement, car elle peut se combiner a beaucoup de ligands endogénes.
Une fois li€ a ces ligands, le phénoméne de mimétisme moléculaire peut se présenter,
ce qui signifie que ce complexe peut imiter de fagon incompléte un substrat endogéne
et tromper les mécanismes métaboliques (Clarkson, 1993). Par exemple, une étude a
proposé que le Cd?* pouvait former un complexe avec le chlorure ou le bicarbonate et
cela lui permet d’emprunter I’échangeur d’anions des érythrocytes humains sous la
forme des complexes [Cd(OH)(HCO3)2] ou [Cd(OH)(HCO3)CI]". La liaison du Cd au
chlorure imiterait les anions monovalents normalement transportés sur I’échangeur
d’anions (Lou et al, 1991). C’est un exemple de comment la spéciation du Cd peut

moduler son mode de toxicité.

1.2.2 Sources de Cd dans I’environnement
1.2.2.1 Naturelles

Le Cd se retrouve dans la crolte terrestre, souvent en présence de zinc (Zn) ou de plomb
(Pb), a I’intérieur de gisements de minéraux sulfureux (Nordberg et al. 2015). Il peut

se retrouver naturellement dans I’environnement, entre autres par |’intermédiaire



d’activités volcaniques, par des feux de forét et il peut se retrouver dans les riviéres

suite a I'érosion du sol (Hassanien et El Shahawy, 2011).

1.2.2.2 Anthropiques

Il existe de nombreux usages industriels du Cd, entre autres pour sa capacité a protéger
les produits ferreux contre I'oxydation. II est tres utilisé dans les fonderies comme
enduit pour produire de I'acier galvanisé et dans certains pays il est encore ajouté a
certains pigments de couleur pour la production de peintures (Nordberg et al, 2015).
Le Cd est fortement utilis¢ dans le domaine de I’énergie, il entre dans la fabrication de
batteries Ni-Cd et son utilisation va en augmentant dans la fabrication des panneaux
solaires (Hodes. 2013). Toute cette activité industrielle fait qu’il y a un relichement de
Cd sous forme de particules fines dans I’atmosphére qui se déposent par la suite dans
les cours d’eau et les sols. Le Cd est également utilisé en industrie agroalimentaire
puisqu’on le retrouve dans la composition de certains pesticides et fertilisants (Jarup et
al, 1998). Il y a également du Cd dans les boues résultant du traitement des eaux usées
qui servent dans plusieurs régions du monde, dont le Québec, a fertiliser les champs de

culture.

1.2.3  Voies d'exposition

Nous nous retrouvons exposés au Cd le plus fréquemment par deux voies: pulmonaire
et orale. L’exposition pulmonaire concerne majoritairement deux groupes de la
population. Les travailleurs et travailleuses des industries utilisant ce métal peuvent
inhaler une grande quantité de particules de Cd et cela peut mener a de graves
problemes de santé tels que des dommages sévéres aux tubules rénaux parfois

irréversibles (Jarup et al, 1993; Roels et al, 1997). Le deuxiéme groupe est constitué



des personnes qui fument des cigarettes car, comme beaucoup de plantes, les plants de
tabac accumulent du Cd dans leurs feuilles. De plus, la quantité de Cd biodisponible
suite & I’inhalation (10 a 50%) est supérieure a la biodisponibilité orale (4 a 10%), cela
explique, entre autres, la gravité des symptomes chez les personnes exposées sur leur
lieu de travail (Nordberg et al, 2015). Pour le reste de la population, I’exposition au Cd
se fait principalement par 1’alimentation puisque les plantes et les produits maraichers
peuvent absorber des quantités non négligeables de Cd (voir tableau 1) par la
contamination des sols cultivés suite au dépot de particules contenues dans
I’atmosphére ou encore par I’utilisant de fertilisants (WHO, 1992). Notre alimentation
contribue donc a notre apport quotidien de Cd, mais la contribution des groupes
d'aliments varie comme on peut le constater selon des données recueillies en 2009 par
I’ Autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA) (figure 1.3). L’Organisme
Mondial de la Santé (OMS) a d’ailleurs fixé en 2003 la dose journali¢re tolérable a
1pg/kg de poids corporel. Une étude menée par Cui ef al. (2004) a rapporté des taux
élevés, entre 0,15 et 0,24 mg/kg de Cd dans les Iégumes cultivés dans la province de
Guangxi, en Chine, une région a ce point contaminée par la présence d'une fonderie

que les cultures de riz sont devenues impropres a la consommation.

Tableau 1.1 : Sources de nourriture avec les 10 plus grandes concentrations moyennes de
cadmium retrouvées dans I’étude menée par la FDA pour la période de janvier 2006 jusqu’a
avril 2008. Source : Données compilées a partir de FDA (2010).

Type de nourriture Quantité moyenne de Cd (mg/kg)
Graines de tournesol 0,412
Epinards (fraiche/congelé, bouillis) 0,124
Feuilles de laitues crues 0,064
Croustilles de pommes de terre 0,057
Arachides, séché et salé 0,054
Laitue iceberg crue 0,051
Céréales de blé 0,050
Céleri cru 0,040




Divers Lait
Café, thé et cacao 5% 5% Sucre et chocolat
5%

Céréales
20%

Viandes
12%

Végétaux, nois et
Iégumineuses
18% Racines et patates

Figure 1.3 : Contribution relative des différentes sources alimentaires a la dose journaliere de
Cd. (Source : données compilées & partir de EFSA 2009)

1.3 Effets et mécanismes généraux de toxicité du Cd

1.3.1.1 Effets sur la santé humaine

Il est plutdt rare de souffrir d’un empoisonnement aigu au Cd, I’ingestion d’une forte
quantité menant a des symptomes d’éjection (ex : vomissements, diarrhées, etc...)
assez violents et soudains, additionnés au taux d’absorption lent du Cd, ce qui résulte
en une guérison rapide et de faibles taux de mortalit¢ (Nordberg er al, 2015).
L’empoisonnement sous forme chronique est davantage répandu, le plus célébre de

I’Histoire étant assurément celui arrivé au Japon dans les années 1950, causé par la



consommation de riz contaminé au Cd provenant des déchets d’une mine de Zn en
bordure de la riviére Jinzu dans la préfecture de Toyama. L’empoisonnement aigu au
Cd, ou la maladie Itai-Itai, cause, entre autres, un dysfonctionnement rénal causé par
des dommages tubulaires et glomérulaires, des dommages osseux provenant

d’ostéoporose et d’ostéomalacie et d’intenses douleurs (Ogawa et al, 2004).

1.3.1.2 Effets carcinogénes du Cd

Le Cd est reconnu par le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC)
comme un agent carcinogéne du groupe 1 chez I’humain, car il induit indirectement
des effets génotoxiques par la production de stress oxydatif (Skipper et al, 2016).
Certains composés du Cd peuvent étre considérés co-mutagénes dans les cellules de
mammiferes lorsqu’ils sont combinés a des agents génotoxiques en ce sens qu'ils
inhibent les mécanismes de réparation de I’ADN. Les travaux de Dally et Hartwig
(1997) ont démontré que de petites concentrations de Cd (0,5-10 pM) peuvent inhiber
le mécanisme de réparation par excision de bases qui intervient normalement pour

remédier aux dommages oxydatifs au génome dans des cellules HeLa.

La perturbation de I’expression génétique induite par le Cd est aussi considérée comme
un facteur majeur de sa carcinogénicité. Les immediate early response genes (IEGs)
sont des proto-oncogenes dont la surexpression peut contribuer au développement de
cancers (Buechner er al, 2011). Les IEGs participent a la prolifération et a la
différenciation cellulaires et sont souvent surexprimés dans les tumeurs. Une
surexpression de ces geénes, surtout c-fos et c-jun, en présence de Cd a ét€ observée
dans beaucoup de modeéles in vitro différents, incluant la lignée de cellules épithéliales
de prostate humaine RWPE-1 (Achanzar et al, 2000) et les cellules fibroblastes
embryonnaires murines BALB/c-3T3 (Joseph et al, 2001). Malgré les légéres



différences relatives aux lignées cellulaires, cette surexpression de IEGs induite par le
Cd est généralement observée a de faibles concentrations, de I’ordre du micromolaire,
et trés rapidement, aussitdt que 15 a 30 minutes suite a I’exposition (Ding et Templeton,
2000). Une autre forme de perturbation de I'expression génétique par le Cd consiste a
modifier les niveaux de nombreux facteurs régulant les différentes étapes de la synthese
protéique. Les travaux de Joseph et al (2002a.,b) ont démontré la surexpression de deux
de ces facteurs, le facteur d’initiation 3 (TIF3) et le facteur d’élongation-18 (TEF-19)
dans les cellules BALB/c-3T3 exposées au CdClz. Lorsqu’ils surexpriment ces génes
par transfection dans des cellules de mammifere de la lignée NIH3T3 injectées chez
des souris, cela a abouti a leur transformation et une tumorigeneése, illustrant bien le
potentiel oncogénique de TIF3 et TEF-15. Ces résultats démontrent le pouvoir
carcinogéne du Cd et comment il peut étre, en partie, médi¢ par la surexpression de

facteurs de traduction.

1.3.2  Espeéces réactives de 1’'oxygene et stress oxydatif

Le stress oxydatif est le résultat d’une perturbation de 1"équilibre rédox cellulaire qui a
été largement étudié¢ dans une variété d'organismes du régne vivant. L équilibre rédox
peut étre déstabilisé des que la balance entre la génération d’especes réactives et d’ions,
ceux contenant de I"oxygene étant regroupés sous I'appellation d’especes réactives de
I"oxygene (ERO), et la disponibilit¢ en antioxydants servant a les neutraliser est
perturbée (Dziubla et Butterfield, 2016). Lorsque la défense antioxydante est dépassée,
on peut observer du stress oxydatif. La génération de ERO peut, entre autres, provenir
de la réaction de Fenton qui consiste en 1'oxydation du fer 2* (Fe(Il)) par le peroxyde
d’hydrogene (H202) pour donner du fer ** (Fe(III)) et le radical hydroxyle (HO) selon

I’équation suivante :

Fe(1l) + H202 > Fe(lll) + HO + HO" (1)
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S'ils possedent 2 états d'oxydation, d’autres métaux peuvent remplacer le fer dans cette
équation, comme le cuivre et faire des réactions de «type de Fenton» (Sigel et Sigel,
1999). La production de ERO se produit a plusieurs endroits de I’environnement
cellulaire, mais une des organelles générant beaucoup de ERO est la mitochondrie. Elle
est le centre de production de la source d’énergie cellulaire, I’adénosine triphosphate
(ATP), qui est produite par I’action réductrice du cytochrome-c-oxydase (COX) sur
I’oxygéne (Nohl, 1990). Mais cette réduction mene a la formation d’anions superoxyde
(O27), un ERO pouvant provoquer un stress s’il n’est pas rapidement pris en charge.

C’est le role de la superoxyde dismutase (SOD) qui catalyse la réaction suivante :
2027+ 2H" 2 H202+ 02 (2)

La SOD permet ainsi de diminuer I’effet de 1’anion superoxyde et de protéger la cellule
contre ce type de ERO. Une autre enzyme bien connue dans la protection cellulaire
contre le déséquilibre rédox est la catalase (CAT). Elle est principalement localisée
dans le peroxysome et possede une action complémentaire a la SOD puisqu’elle
dismute le peroxyde d’hydrogéne en eau et oxygene selon 1’équation suivante (Grune,

2005):
2H;0, 2> 2H0+ 0, A3)

Le Cd est connu pour causer du dommage au matériel génétique par la production de
stress oxydatif. Cependant, le Cd ne génére pas d’ERO directement, entre autres parce
qu’il ne peut pas catalyser de réactions de Fenton car le Cd*" ne peut accepter ou donner
d’électron dans des conditions physiologiques (Waisberg et al, 2003). Par contre, le Cd
peut favoriser ce type de réaction car il peut augmenter la concentration de Fe?* libre,
possiblement en le remplagant dans certaines protéines comme les protéines de la
chaine respiratoire des mitochondries (Dorta et al, 2003). Il peut aussi prendre la place
du Fe dans la ferritine, la protéine présente dans la muqueuse intestinale et responsable
de I’absorption et de la distribution du Fe?* (Peraza et al, 1998). Cependant, le Cd agit

plut6t de maniere indirecte, par exemple en perturbant I’équilibre intracellulaire entre
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pro- et antioxydants. Il possede une grande affinité pour les groupements thiols, dont
celui d'un des antioxydants les plus importants de la cellule et présent en abondance: le
glutathion (GSH). Lorsqu’il y a épuisement de la réserve de GSH causé par sa
mobilisation par le Cd et le déséquilibre rédox, le métal peut se lier aux thiols de
protéines fonctionnelles (Lopez et al, 2006). Par exemple, Dorta et al. (2003) ont
propos¢ que le Cd pourrait se lier aux thiols contenus dans la membrane
mitochondriale, affectant sa perméabilité et inhibant la chaine de transport des
électrons, ce qui entraine la production d’ERO. L’effet du Cd sur le transfert
d’électrons mitochondriaux est la source majeure de ERO générées par le Cd et non
seulement dans les cellules mammaliennes, mais aussi chez les plantes (Heyno et al,

2008).
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1.4 L’ épithélium intestinal

1.4.1 Structures

L’intestin gréle est un organe trés complexe et il est parfaitement efficace pour
effectuer sa fonction vitale: ’absorption des nutriments a partir de notre alimentation.
Sa paroi est divisée en trois types structuraux: la muqueuse, la sous-muqueuse et la
musculeuse et le tout est recouvert de la séreuse constituée par le péritoine viscéral
(figure 1.4). Les couches de la muqueuse et de la sous-muqueuse sont elles-mémes
subdivisées en trois modifications structurales: les plis circulaires, les villosités
intestinales et les microvillosités (figure 1.5). La premiére structure permet de ralentir
le mouvement du bol alimentaire afin d’obtenir une absorption optimale des
nutriments. Les villosités intestinales tapissent les plis circulaires et les cellules
épithéliales qui recouvrent les villosités ont pour principale fonction de transporter les
nutriments vers le réseau dense de capillaires sanguins et lymphatiques nichés au cceur
de chaque villosité. Les microvillosités, de minuscules protubérances formées par la
membrane plasmique des cellules épithéliales, constituent une structure que I’on
nomme aussi bordure en brosse qui posséde des transporteurs et des hydrolases qui
effectuent la digestion finale des glucides et des protéines (Marieb, 2005). L’ épithélium
intestinal est celui qui possede le taux de renouvellement le plus rapide: il est renouvelé
en totalité tous les 4-5 jours. Ce renouvellement commence dans le fond des cryptes
intestinales ou se trouvent les cellules souches prolifératives qui se différencieront en
remontant le long de la crypte vers le sommet en trois catégories de cellules: les cellules
absorbantes (entérocytes), les cellules sécrétrices du mucus (caliciformes) et les
cellules produisant les hormones gastro-intestinales (entéro-endocrine). Un quatriéme
phénotype, celui des cellules sécrétrices de peptides antimicrobiens (cellules de Paneth)
font exception au mouvement des autres types de cellules et se différencient dans la

crypte (Traber, 1994).
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Figure 1.4 : Schématisation des structures fondamentales du tube digestif (figure tirée de
Marieb, 2005)
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Figure 1.5 : Schématisation des structures modifiées de I’intestin afin d’accroitre sa surface
d’absorption (figure tirée de Marieb, 2005)
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1.4.2 Contréle du renouvellement de I’épithélium intestinal

Dans I’épithélium intestinal, il y a une succession constante et rapide de prolifération
et de différenciation des cellules épithéliales. Le processus de différenciation
entérocytaire a longuement été étudié, incluant les caractéristiques fonctionnelles de la
muqueuse et le temps de maturation des cellules entérocytaires (Gordon et Hermiston,
1994; Pageot et al, 2000; Cheng et Bjerknes, 1985). Le cycle prolifération-
différenciation est régulé, entre autres, par certains membres de la famille des MAP
kinases dont ERK1/2 et p38. Il a été¢ démontré que lorsque I’activité de ERK1/2 dans
les cellules intestinales humaines était élevé, cela promeut la progression du cycle
cellulaire et qu'inversement une diminution de son activité est corrélée avec un arrét du
cycle en phase G1 ce qui favorise le processus de différenciation (Aliaga ef al, 1999).
La protéine ERK1/2 est donc active dans la région inférieure de la crypte intestinale, la
ou se retrouvent les cellules prolifératives indifférenciées (figure 1.6)

Crypte de
Lieberkiihn

Cellules i
dlfférenctées/ et aypte
quiescentes supérieure
|'
Cellules .
prolifératives/ mc""" 4
progénitrices

Cellules
souches

Figure 1.6 : Schématisation de la crypte de Lieberkiihn et de I’activité de ERK en fonction de
I’état de différenciation cellulaire (figure tirée de Groulx et al, 2012)

La protéine p38 régule plutét négativement la prolifération cellulaire et est plus active

dans les cellules différenciées. La kinase p38 influence différents mécanismes de
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régulation du cycle cellulaire. Par exemple, elle peut inhiber la progression dans le
cycle en stimulant I’activité d'inhibiteurs de kinases cycline-dépendantes et la kinase
p38 modulent I'activité du géne suppresseur de tumeur p53 en le phosphorylant, ce qui
active un point de contréle en phase G2/M dépendant de p53 (Ambrosino et Nebreda,
2001; Thornton et Rincon, 2009). La kinase p38 peut également déclencher des voies
géniques notamment en activant les geénes de type «boite homéotique» CDX1-2 qui
sont nécessaires au développement de I’intestin et codent aussi pour des facteurs de
facteurs de transcription impliqués dans la régulation de la prolifération et de la

différenciation entérocytaires (Suh et Traber, 1996).

1.4.3 Transport intestinal du Cd

Pour que le Cd puisse exercer ses effets toxiques sur |’organisme, il doit étre absorbé
et atteindre la circulation sanguine. Il y a deux voies de transport possible pour traverser
I'épithélium: la voie transcellulaire et paracellulaire. Selon le substrat, c’est I'une ou
I"autre, mais il est également possible que les deux voies soient utilisées
simultanément. Le transport paracellulaire consiste en la simple diffusion des
substances dans |’espace entre les jonctions serrées, donc entre deux cellules et non au
travers de l'espace intracellulaire, comme le transport transcellulaire (Pade et
Stavchansky, 1997). La voie transcellulaire rassemble les transports médié actif et
passif, dépendamment de la nature de la substance et du transporteur impliqué. Cette
voie n'exclut pas la diffusion passive dépendamment de la perméabilité membrane face
a un composé donné et une autre caractéristique de cette voie est que les transporteurs
peuvent étre saturés. Dans le cas du Cd, une étude menée au laboratoire a révélé que
I'implication de la voie paracellulaire au transport transépithélial de Cd mesuré sur
monocouches de cellules intestinales Caco-2 est négligeable, ce qui suggere que le Cd

ne passerait pas par des jonctions serrées saines. C est donc la voie transcellulaire qui
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primerait pour le transport intestinal de Cd (Jumarie et al, 1999). L’absorption du Cd
par |’épithélium intestinal est effectuée en deux phases de vitesses différentes: la liaison
du Cd aux transporteurs de la membrane plasmique est rapide, alors que le transport
intracellulaire est plutdt lent (Jumarie et al, 1997). Ce transport membranaire peut
mener a l'accumulation intracellulaire de Cd, entre autres par la liaison a la
métallothionéine (MT), puisque les travaux de Blais et al. (1999) ont démontré que la
quantité de MT synthétisée et mobilisée dans la cellule était corrélée avec le niveau
d’accumulation de Cd. Le laboratoire du Dr Jumarie a également montré que le Cd est
beaucoup transporté par le coté apical de la monocouche cellulaire de 1’épithélium
intestinal, mais qu’il ressort trés peu par le coté basolatéral (figure 1.7). Donc ces
travaux ont montré une grande capacité d'accumulation du Cd dans les entérocytes,
possiblement suite a la liaison aux protéines et organelles intracellulaires (Jumarie et
al, 1997; Jumarie et al, 1999). Cela explique la faible biodisponibilité¢ orale du Cd
variant entre 4% et 10% (Aziz et al, 2015; Reeves et Chaney, 2004; WHO, 1992). Du
fait de cette tendance a accumuler le Cd sans le relarguer dans la circulation sanguine,
I’épithélium intestinal offre une protection considérable a 1’organisme contre les effets

toxiques de ce métal, mais devient ainsi un tissu cible de cette méme toxicité.

1.4.4 Modeéle cellulaire

Lorsque le Cd est absorbé oralement, I'épithélium intestinal est la premiére barri¢re a
lui faire obstacle. Pour étudier les conséquences de l'accumulation de Cd dans
'entérocyte, il est important d’utiliser un modele qui reproduit le plus fidélement
possible ce qui se produirait dans 1’organe ciblé. La lignée cellulaire Caco-2, constituée
de cellules intestinales immortelles provenant d’un adénocarcinome colorectal, est un
modele in vitro fréquemment utilisé pour étudier les mécanismes de transports

intestinaux ou encore les effets et interactions de nombreux xénobiotiques. Une fois la
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confluence atteinte, normalement autour de sept jours suite a une densité
d'ensemencement de l'ordre de 1 x 10%cm?, la différenciation débute et les cellules
forment une monocouche polarisée avec des jonctions serrées et expriment les
nombreuses caractéristiques morphologiques et biochimiques d’entérocytes matures:
bordure en brosse, hydrolases et transporteurs d’hexoses, comportant GLUT-5 et le
cotransporteur Na'-glucose SGLT1 (Pinto ef al, 1983; Rousset ef al, 1985; Mahraoui
et al, 1992; Bissonnette ef al, 1996). Comme pour beaucoup de processus biologiques,
une grande variété d’hormones prend part a la différenciation entérocytaire.
L’hydrocortisone et la thyroxine sont d'importantes hormones dans les étapes précoces
du développement de I’épithélium intestinal et leur mode d’action est bien documenté
dans la littérature (Deren, 1968; Henning et Kretchmer, 1973; Moog, 1981).
L’influence de I'insuline a également ét¢ démontrée (Moog et Goellner, 1982), mais
ces hormones peuvent également interagir entre elles, comme dans le cas de l'action
synergique observée entre |'insuline et la thyroxine rapportée par Malo et Ménard
(1983). Apres deux semaines post confluence, donc 21 jours de culture, la
différenciation des cellules Caco-2 est considérable (Jumarie et Malo, 1991). Bien
qu'au-dela de 3 semaines. la différenciation devienne plus homogene entre les cellules
d'une méme culture (Vachon et Beaulieu, 1992) le niveau de différenciation atteint au

21¢ jour est suffisant pour nos travaux.

Basolatéral

Figure 1.7 : Schématisation d’une monocouche de cellules entérocytaires et localisation des
poles apical et basolatéral.
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1.5 La voie de signalisation des MAP kinases
1.5.1 Role de la voie des MAP kinases

La famille des MAPK comprend de nombreux membres, dont c-JUN N-terminal kinase
(JNK), p38 et ERK1/2. Cette voie a été conservée au fil de 1’évolution dans toutes les
cellules eucaryotes et permet a ces derniéres de répondre aux changements des
propriétés physiques ou chimiques de leur environnement, comme des stimuli
mitogéniques en réponse a certains stress (Cuenda et al, 2017). La réponse adéquate au
stimulus, et au dénouement de la cascade de kinases, est exprimée par I’altération de
diverses fonctions cellulaires, par exemple la différenciation cellulaire, la prolifération,
I’apoptose ou encore I’interaction avec d’autres cellules. Chaque cascade possede des
modules de signalisation comprenant toujours un membre des trois familles de kinases
suivantes: une MAPK kinase kinase (MKKK), une MAPK kinase et une MAPK.
D’abord, la MKKK est activée en réponse & un stimulus, ce qui entraine la
phosphorylation d’'une MKK par celle-ci. Ensuite, selon la spécificité de I’interaction
entre une région N-terminale de la MKK et un site de liaison situé sur la MAPK, cette
derniere est activée par phosphorylation par la MKK active (Cuenda et Rousseau,
2007) (figure 1.8). Une fois activées, les MAP kinases peuvent réguler I’expression
génique par la phosphorylation de facteurs de transcription en aval. Par exemple, INK
phosphoryle et active le domaine de transactivation c-JUN N-terminal du complexe
AP-1, un activateur de la transcription de nombreuses cibles, comme p53 (Hibi et al,

1993; Angel et al, 2001).
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Figure 1.8 : Voie de signalisation simplifiée des MAPK chez les mammiferes (figure inspirée
des figures 2, 7 et 8 de Cargnello et Roux, 2011)

1.5.2 Activation de ERK1/2 par le Cd

L’activation de ERK1/2 par le Cd a été observée a de nombreuses reprises et dans de
nombreux types de lignées cellulaires d’especes variées (Elbirt ef al, 1998; Wang et
Templeton, 1998; Galan et al, 2000). Une étude a montré une modulation de I’activité
de ERK1/2 en fonction des concentrations de Cd, I’activité diminuant en présence de
faibles concentrations et inversement. L’ajout de I’inhibiteur PD98059 de la MKK1/2,
la kinase en amont de ERK1/2, suggérait que MKK1/2 contribuait grandement a la
survie des cellules en présence de Cd, puisqu’il y avait une importante diminution de
la viabilité des cellules CL3 exposées a 80 uM de Cd (Chuang ef al, 2000). Cette kinase
est également bien connue pour son implication dans la prolifération cellulaire. Une
¢tude a montré dans les cellules de carcinome épidermoide cesophagique (ESCC)
qu’une exposition aigué au Cd active ERK 1/2 et induit I'inhibition de kinases cycline-

dépendantes par p21°'"P!. Les auteurs de cette méme étude ont montré qu'inhiber
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ERK1/2 avait eu pour effet d’augmenter le taux d’apoptose induit par le Cd, suggérant
que la kinase posséde un rdle protecteur et aide a la survie cellulaire en présence du
métal (Thévénod, 2009; Weiss, 2003). Par contre, certaines €tudes arrivent a des
conclusions radicalement contraires. Les travaux de Martin et al. (2006) ont montré
que I’activation de ERK1/2 peut étre maintenue lorsque des cellules embryonnaires
rénales humaines HEK293 sont exposées chroniquement a de faibles concentrations de
Cd et que ceci est corrélé avec I’activation des caspases 8 et 3 et I’induction de
I’apoptose. Il semblerait donc que les effets d’une exposition chronique sur I’activité
de ERK1/2 aient des répercussions différentes de celles générées par une exposition
aigué au Cd. Une autre étude a suggéré que la voie de signalisation de ERK1/2 pourrait
moduler I’apoptose induite par une exposition aigué¢ au Cd dans des lymphoblastes
humains. En effet, la suppression de I’activation de ERK1/2 par I’inhibiteur de MEK
U0126 était alors corrélée a une diminution du taux d’apoptose (Iryo et al, 2000).

Comme il a été¢ mentionné dans le chapitre II, normalement les cellules épithéliales
atteignent leur quiescence dans la partie supérieure de la crypte intestinale suite a
I’inactivation de la voie comprenant ERK1/2. Cependant, les travaux de Mantha et
Jumarie (2010) ont montré qu’une petite concentration non létale (10 uM) de Cd dans
des cellules intestinales Caco-2 matures pouvait réactiver ERK1/2. Cette perturbation,
induite par le Cd, d’une voie de signalisation importante et qui influe sur le
renouvellement de I'épithélium intestinal est trés intéressante a étudier, car elle pourrait
avoir de graves répercussions sur l'équilibre entre prolifération et différenciation
entérocytaire. L'activation de ERK1/2 par le Cd et ses conséquences sur l'activité

transcriptionnelle de la cellule seront étudiés dans ce mémoire.



21

1.5.3 Lien entre ERK1/2 et eiF4E

Le facteur de traduction eiF4E joue un réle important dans I’initiation de la traduction
des ARNm et il est également impliqué dans le processus d’exportation des ARNm du
noyau vers le cytoplasme (Goodfellow et Roberts, 2008). Il existe plusieurs voies de
signalisation pouvant affecter I’activité de eiF4E. La famille de protéines liant eiF4E
(4EBP) a pour fonction d’inhiber la traduction coiffe-dépendante en se liant a eiF4E et
ainsi empécher son interaction avec eiF4G (Lin ef al, 1994). Aussi, ERK1/2 peut
déclencher plusieurs cascades qui auront pour effet de stimuler la phosphorylation du
facteur (figure 3.2). Une des premieres cascades est plutdt directe: ERK1/2 peut
phosphoryler Mnk1/2 qui a son tour phosphoryle eiF4E, ce qui initie la traduction (Hou
et al, 2012). Egalement, ERK1/2 peut déclencher d’autres cascades plus complexes,
soulevant une inhibition plutdt que d'activer par phosphorylation. Normalement, le
complexe TSC2 exerce une régulation négative sur mTOR, ce qui entraine la
complexation du facteur 4EBP avec eiF4E, entrainant I'inactivation de eiF4E. ERK1/2
peut par contre. en inhibant le complexe TSC2, lever cette cascade de régulation
négative et permettre |'activation de eiF4E. ERK1/2 peut aussi phosphoryler RSK90
qui peut avoir le méme effet que ERK1/2 sur le complexe TSC2 et mener aussi a

I’activation de eiF4E (Fruman et Rommel, 2014).

\
ERK1/2 \’ -\/

mTor

T e

- eiF4E

Figure 1.9 : Schématisation simplifiées des différentes voies de signalisation de I’activation de
eiF4E par ERK1/2 (figure inspirée de la figure 2 de Fruman et Rommel, 2014)
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1.6 Le Zinc

1.6.1 Propriétés physico-chimiques

Le Zn occupe le numéro 30 dans le tableau périodique et possede une masse atomique
de 65,38. Avec une densité de 7,13 g/cm?, il posséde une forme cristalline hexagonale

d’apparence blanc-argenté et malléable (Choudhury et al, 2005).

1.6.2 Importance biologique du Zn

Le Zn, contrairement au Cd, est un métal essentiel et il possede, & notre connaissance
actuelle, une fonction biologique dans tous les organismes vivants. Il est estimé
qu’environ 10% des protéines humaines ont le potentiel de se lier au Zn. Par exemple,
il entre dans la composition de motifs en doigt de zinc que I’on retrouve dans beaucoup
de protéines chez les mammiferes (Iwasa et Marshall, 2016). 11 est aussi essentiel pour
I’activité catalytique de plus de 200 enzymes (Sansted, 1994; McCarthy et al, 1992).
Par exemple, la carboxypeptidase a pour fonction de cliver les liens peptidiques durant
la digestion des protéines. Comme un lien covalent est formé entre le peptide et le
groupe C=O rattaché au Zn, cela confére au carbone une charge positive et aide a
former une zone hydrophobe sur la partie de I’enzyme contenant le Zn. Cette région
permet d’attirer la partie non polaire de la protéine en voie de digestion (Zundahl,

1998).
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1.6.3 Le Zn et le stress oxydatif

Le Zn est un métal rédox neutre et peut facilement se lier a un vaste catalogue de
protéines. Pourtant, il fait de plus en plus I’objet d’un débat quant a sa nature oxydante.
L’ion Zn®" posséde la capacité d’interagir avec les groupements thiols. C’est cette
capacité qui suscite le questionnement sur son potentiel toxique, puisque s’il peut lier
les thiols il a donc aussi la possibilit¢ de perturber 1’équilibre rédox régulé par
I"homéostasie des thiols et d'induire ainsi un stress oxydatif (Sauer et Thauer, 2000).
Un autre moyen pour le Zn d’induire un stress oxydatif impliquerait I’interaction avec
la lipoamide déhydrogénase (LADH). Cette enzyme peut catalyser la réduction des
acides lipoiques libres par le nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADH) et la
LADH aide ainsi a maintenir |’environnement réducteur des mitochondries, une
caractéristique essentielle pour la défense mitochondriale contre les ERO. 1l a été
démontré que le Zn pouvait inhiber la réaction catalysée par la LADH purifiée d’un
cceur porcin. La hausse de la concentration de Zn entrainerait aussi 1'inhibition de la
production de NADH, ce qui provoque I’interruption du cycle de Krebs et perturbe le
métabolisme énergétique des mitochondries, menant a I’augmentation de H,O, dans
I"environnement intramitochondriale (Gazaryan et al, 2002). Le Zn pourrait donc avoir
davantage de capacités oxydatives qu'on lui connait actuellement. Par contre,
beaucoup d"autres €tudes ont montré qu au contraire, le Zn offrait une protection contre
le stress oxydatif, agissant plutdt comme un antioxydant. Par exemple, une €tude a
démontré chez des sujets humains agés entre 57 et 87 ans et également distribués entre
les deux sexes qu'une déficience en Zn entrainait une augmentation des marqueurs de
stress oxydatif malondialdéhyde et 4-hydroxyalkenales, des sous-produits de la
peroxydation des lipides (Prasad et al, 2007). Aussi, il a été observé qu’en conditions
de stress oxydatif séveres, le changement de 1'équilibre rédox amenait la séparation du
Zn de la MT par un échange de sulfide/disulfide, reliant la concentration cellulaire de

Zn au maintien de I’équilibre rédox cellulaire (Maret, 2008). La question reste encore
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entiére, les conditions variant beaucoup entre les différentes situations ou divers effets
ont été observés. Il faut donc conclure prudemment sur l'effet du Zn sur le statut redox

de la cellule.

1.64 LeZnet ERK1/2

Certaines études ont montré I’induction des MAPK ERK1/2 et p38 par le Zn. Les
travaux de Ohashi et al. (2015) menés sur des cellules myogéniques C2C12 ont suggéré
que le Zn activerait ERK1/2, mais n’augmenterait pas son activité significativement.
Mais, le Zn pourrait moduler I’activité de ERK1/2 indirectement, en agissant sur le
epidermal growth factor (EGF), puisqu’il a été démontré que le Zn pouvait stimuler la
phosphorylation du récepteur de EGF et qu’il a aussi été observé que ERK1/2 pouvait
étre activée via le déclenchement de la voie de signalisation de EGF (Wu et al, 1999;
Pandey et al, 2010). Dans les cellules Caco-2, la liaison du Zn aux thiols sur le résidu
du site actif de la protéine tyrosine phosphatase (PTP) inhibe celle-ci. Le blocage de
I’activité de la PTP favorise ensuite I’activation de ERK1/2 et de p38, puisque
normalement I’action de PTP consiste & permettre a p-ERK1/2 de retourner a un état
inactif (Talukder et al, 2011; Maret et al, 1999; Hogstrand et al, 2009). Au contraire,
certaines études ont rapporté qu’il n’y aurait pas d’activation de ERK1/2 par le Zn.
C’est le cas des travaux de Shih et Chiou (2012) sur les cellules de muscles lisses des
voies respiratoires (ASMC) lors desquels ils ont constaté que la phosphorylation de
ERK /2 était inhibée par le ZnSO4. Dans ce cas-ci, le Zn aurait pu stimuler I’activation
de la protéine kinase A qui peut réguler négativement la phosphorylation de la MAPK.
Ici, cette inhibition était un mécanisme de protection puisque |’activation de la voie des
MAPK induit dans ces conditions la production de cytokines inflammatoires, incluant

le TNF-a (Prasad et al, 2011).
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1.7 Objectifs et Hypotheses de recherche

1.7.1 Résumé de la problématique et objectifs

Notre recherche découle des résultats obtenus préalablement au sein de notre
laboratoire qui démontraient ’activation de ERK1/2 par le Cd dans les cellules
entérocytaires Caco-2 différenciées, ce phénomene étant absent des cellules
indifférenciées (Mantha et Jumarie, 2010). Les objectifs de ce mémoire consistaient a
comprendre comment le Cd active ERK1/2 dans la lignée cellulaire Caco-2 et a
identifier les conséquences de cette activation. L intérét de comparer I'effet du Zn et du
Cd permet: i) d’évaluer dans quelle mesure les phénomenes observés sont spécifiques
au Cd; ii) de comparer les conséquences d une exposition a un métal non essentiel a
celle d'un métal essentiel. Aussi, comme il avait déja été observé dans la lignée
cellulaire bronchique BEAS que le Zn peut activer ERK1/2 (Samet et al, 1998), il
devenait intéressant d*étudier si le Zn pouvait, comme le Cd, induire un effet d"hormése
sur l'activité MTT corrélé a la phosphorylation de ERK1/2 dans les cellules intestinales
Caco-2. Mantha et Jumarie (2010) avaient montré que l'augmentation de l'activité¢ MTT
dans le cellules différenciées n'était pas le résultat d'une stimulation de la prolifération
cellulaire et il avait été suggéré qu'elle serait plutdt attribuable a une expression accrue
de lI'enzyme suite a une plus grande activité traductionnelle. Nous avons donc visé le
facteur eiF4E et testé son activation soit par Mnkl1/2, soit par RSK90 a l'aide

d'inhibiteurs sélectifs.

1.7.2  Hypothéses

Comme il a été possible de le constater dans I'introduction, le Cd peut induire la

formation d'un environnement cellulaire pro oxydant de différentes maniéres. En
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tenant compte du potentiel d'induction de stress oxydatif du Cd nous avons émis

I"hypothese suivante :

i) Un déséquilibre rédox serait impliqué dans le mécanisme d’activation de

ERK1/2 par le Cd et, mais pas dans le cas du Zn.

Comme l'augmentation de l'activité MTT est corrélée a une activation de ERK sans
augmentation de la prolifération cellulaire et que ERK peut moduler ['activité du

facteur de traduction eiF4E. nous avons émis I’hypothése suivante:

i) L augmentation de l'activit¢ MTT dépendante de I'activation de ERK1/2

serait le résultat d'une activité traductionnelle accrue impliquant le facteur

eiF4E.



CHAPITRE II : MATERIELS ET METHODES

2.1 Culture cellulaire

La lignée cellulaire Caco-2 a été utilisée pour toute la durée de 1’étude (obtenue par Dr
Alain Zweibaum). Les cultures étaient maintenues dans des bouteilles de plastique de
75 ecm? (Corning Inc.) et étaient ensemencées a 1 x 10° cellules/bouteilles dans du
milieu DMEM (Gibo, Life Technologies). Le milieu est riche en glucose (25 mM) et il
y est ajouté 15% de sérum FBS (Wisent Inc.) préalablement inactivé a 56 °C pendant
30 minutes. Les cultures cellulaires ont été maintenues dans un incubateur a 37°C avec
une atmosphére a 5% de CO- et le milieu a été changé a une fréquence de deux jours.
Chaque semaine les cultures des bouteilles de maintien étaient trypsinisées (0.05%
trypsine-0.53 mM EDTA) pour ensemencer de nouvelles bouteilles ou d'autres
supports pour les différents protocoles qui ont été effectués dans ce projet, toujours a

une densité de 12 x 10° cellules/cm?.

2.2 Activit¢ MTT

Le 3-(4.5-dimethylthiazol-2-yl) -2.5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) peut étre
utilisé pour tester la viabilité cellulaire dans le cadre d'études de cytotoxicité, mais dans
le cadre de ce projet ce test a servi a mesurer la variation de l'activité de synthese
protéique (voir résultats). Le principe de ce test repose sur la réduction du substrat MTT
par les réductases NADPH mitochondriales. Au départ, le sel de tétrazolium est jaune
et une fois réduit il forme un produit sous forme de cristaux de formazan bleu-violet
qui seront solubilisés dans du DMSO et la densité optique sera mesurée par un lecteur

de microplaques (SpectraFluorPlus, Tecan) a une longueur d'onde de 575 nm. Les
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cellules ont été ensemencées sur des microplaques de 96 puits (VWR) a une densité de
5000 cellules par puits. Au 21e jour, elles étaient traitées avec 100 nL de milieux de
différentes conditions de traitement en absence de sérum pendant 24 heures a 37 °C et
dans la derni¢re heure et demie de la période de traitement, 10 uL de la solution de
MTT (stock a 5 mg/ml) (Sigma-Aldrich, CAS 298-93-11) ont été ajoutés. Les cellules
ont été€ remises a l'incubateur. Ensuite, le milieu a été aspiré et 200 pL de DMSO ont
€t ajoutés dans chaque puits de la plaque qui par la suite a été mise sur une plaque
agitatrice pour homogénéiser la solution pendant environ 15 minutes avant de lire la
densité optique par un lecteur de microplaques a une longueur d’onde de 575 nm. Les
résultats de I'activité déshydrogénase (par la suite dite « activité MTT ») sont exprimés
en fonction de leurs contrdles respectifs mesurés dans des cellules incubées 24 heures
en absence de sérum et dans les mémes milieux de traitements, mais ne contenant pas

de métaux.

2.3 Dosage des protéines selon la méthode de Bradford

Les protéines ont été dosées avec le réactif de Bradford (BioRad) qui a été
préalablement dilué avec un facteur de 1:4 dans de 1’eau. La courbe d'étalonnage a été
faite avec du BSA dilué dans de I'eau nanopure (0, 10, 20, 40, 60, 80 et 100 pg/mL) et
les échantillons ont été préalablement dilués également dans de I'eau nanopure, afin
que les mesures de DO entrent dans la courbe d’étalonnage. Ensuite, 50 pL de chaque
échantillon cellulaire et des concentrations de BSA ont été déposés dans des puits en
triplicatas auxquels ont été ajoutés 200 pL du réactif dilué. Apres cinq minutes de repos
a température picce, la densité optique de chaque puits était prise a une longueur d'onde
de 595 nm.
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2.4 Dosage des thiols totaux

Le principe repose sur la liaison de l'acide 2,2-dinitro-5-5'-dithiobenzoique (DTNB) a
un groupement SH, ce qui méne a la formation de TNB (anion 2-nitro-5-thiobenzoate)
qui prend une couleur jaunatre et qui absorbe fortement la lumiére a une longueur
d'onde de 410 nm. On utilise le glutathion (GSH) dilué dans du tampon Na;HPOj4 0.1
M-EDTA 5 mM pour la courbe d'étalonnage (0, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 750 et
1000 pM) et la solution stock de GSH se garde 1 semaine a -20°C a I'abri de la lumiere.
Au 21° jour, les cultures étaient traitées pendant 24 heures selon différentes conditions
préalablement établies en absence de sérum. Les cultures cellulaires ont ensuite été
récoltées dans 1.5 mL de tampon Na;HPOs-EDTA et homogénéisées sur glace une
minute a vitesse maximale (Polytron PT1600E). Les échantillons ont ensuite €té dilués
dans du tampon NasHPO4-EDTA afin que les valeurs de DO soient comprises dans la
courbe d"étalonnage puis 50 pL. de chaque échantillon dilué et de chaque concentration
de la courbe d'étalonnage étaient déposés dans des plaques de 96 puits auxquelles 200
pL de DTNB a 0.5 mM ont été ajoutés. Aprés cing minutes de repos a température
piece, la densité optique a été lue par un lecteur de microplaques. On a également
effectué un dosage de protéines selon la méthode de Bradford pour exprimer les

résultats de thiols en fonction de la quantité de protéine.

2.5 Mesure des ERO par la sonde DCFH-DA en microscopie confocale

Les cellules ont été ensemencées a une densité de 5000 cellules par puits sur une plaque
de 96 puits pour une durée de 21 jours. Apres une exposition de 24 heures a différentes
conditions, les cellules ont été rincées trois fois avec du PBS a température piece, le

dernier ringage était fait en incubant 10 minutes a 37 °C. Une solution stock de DCFH-
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DA (Sigma-Aldrich, CAS 4091-99-0) & 5 mM dans de I'éthanol a été diluée 1:1000
dans du PBS et 100 pL de cette solution a 5 pM ont été€ ajoutés aux puits. Apres a une
incubation de 30 minutes a 37 °C a l'abri de la lumiére, les cellules étaient ensuite
photographiées a l'aide d'un syst¢tme de microscopie confocale a laser Nikon AIR

(Japon, 2011).

2.6 Dosage des métaux internalisés par spectrophotométrie d’émission de flamme

Apres les traitements de 24 heures, les cellules ont été rincées trois fois avec du PBS
pour ensuite étre récoltées dans le plus petit volume d’eau possible, entre 1 et 2
ml/pétri de 100 mm de diametre, et transférées dans un tube conique Sarsted de 50
mL. Aprés homogénéisation, 100 pL ont été utilisés pour le dosage de protéine selon
la méthode de Bradford et le reste était digéré par I’ajout de 6 mL de HNO; (68-70
%) et de 4 mL de H202 (30% w/w). Les bouchons étaient 1égérement dévissés pour
laisser s’échapper un peu de pression et les tubes étaient mis au four micro-ondes
jusqu’a ce qu’il ne reste aucun liquide. Ensuite, 5 mL de HNO3 1% ont été ajoutés et
la lecture était prise par un spectrophotomeétre d’émission de flamme (SpectrAA
220FS, Varian).

2.7 Immunobuvardage

Apres avoir été traitées, les cellules de 21 jours ont été rincées deux fois avec du PBS
froid et les pétris ont été conservés sur glace pour les prochaines étapes, pour éviter la

dégradation des protéines. Les cellules ont été récoltées dans du tampon de lyse
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fraichement préparé composé de 0.05 M d"HEPES, de 0.125 M de NaCl, de NaF a 0.1
M, de Napyrophosphate a 0.01M, de MgCl2-6H,O a 1.5 mM, de 1 mM d’EGTA, de
10% de glycérol, de 1% de Triton X-100 et de 0.5% de déoxycholate de Na auquel on
a ajouté 1X d’un mélange d’inhibiteurs de protéases (Roche, #11836170001) et 2 mM
de vanadate de Na. Les cellules récoltées dans le tampon de lyse ont été transférées
dans des eppendorfs et ensuite passées trois fois a I'intérieur d'une aiguille 26G1/2. Les
eppendorfs ont été par la suite centrifugés a 14000 g a 4 °C pendant 25 minutes. La
partie cytosolique dans le surnageant a €té récupérée et conservée sur glace, devenant
I'échantillon utilisé pour le dosage des protéines selon la méthode de Bradford et la
migration sur gel. Des gels de séparation a 15% d'acrylamide et des gels d'entassement
a 4% d'acrylamide ont été coulés dans les supports approprié€s dont les puits ont par la
suite été chargés avec les échantillons contenant 30 pg de protéines totales et un
standard de poids moléculaires (Cell Signaling #7727P4), chauffés a 104 °C pendant 5
minutes et auxquels 15 pLL. du tampon d'échantillon 5X ont été ajoutés. La séparation
des échantillons a été effectuée a 160 V pendant approximativement une heure a
température piece. Les protéines sur gel ont été ensuite transférées sur des membranes
de PVDF (Milipore) et celles-ci ont été incubées pendant 1 heure dans du tampon de
blocage contenant 1X de TBS, 0.2% de Tween-20 et 5% de lait écrémé. Les membranes
étaient ensuite incubées overnight avec un des anticorps suivants dilué dans du tampon
composé de TBS 1X, 0.1% de Tween-20 et 5% de BSA (Cell Signaling Technology):
phospho-ERK1/2 (1:1000), ERK (1:1000), B-actine (1:1000); (abcam): phospho-eiF4
(1:1000), eiF4 (1:500). Les membranes ont ensuite été incubées dans du tampon de
blocage contenant l'anticorps secondaire anti-biotine (1:1000) couplé a la HRP
(1:2000) (Cell Signaling Technology). Elles ont €té¢ immergées dans un agent
révélateur HyGLO (Denville Scientific Inc #E-2500) et exposées a un appareil Fusion
Fx7 (MBI Lab equipment) afin de révéler les bandes.
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2.8 Analyse du cycle cellulaire par marque au PI

Les cellules sont récoltées par trypsinisation et centrifugées a 3000 rpm pendant 3-4
minutes puis rincées au PBS. Les cellules ont ensuite été fixées dans 1 mL d’éthanol
froid, ajouté goutte a goutte en vortexant pour bien fixer toutes les cellules du culot.
Les échantillons ont par la suite été mis au congélateur a -20 °C pendant plusieurs jours,
mais pour un maximum de 3 mois. Les échantillons ont été centrifugés et rincés deux
fois avec du PBS et, pour s’assurer de marquer seulement ’ADN, 50 pL de
Ribonucléase A (RNase A) a 100 pg/mL ont été€ ajoutés pour se débarrasser de I’ ARN.
Ensuite les culots dans la solution de RNase A recevaient 400 uL de la solution de IP
a 50 pg/mL et étaient incubés 10 minutes a température piece. Les échantillons étaient

ensuite analysés par cytométrie en flux (BD FACSCalibur).

2.9 Analyses statistiques

Les manipulations ont été faites au minimum en 3 réplicas et chaque réplicas
correspondait a un passage de culture indépendant. Les résultats ont été analysés a
I’aide du logiciel GraphPad Prism 6 et dépendamment des conditions par un test t non-
apparié avec une correction de Welch ou par une analyse de variance (ANOVA) suivi

d’un test post-hoc de Dunn.



CHAPITRE III : RESULTATS

Précédemment, il a été observé que le Cd induit un effet d’hormeése sur I’activité MTT
des cellules intestinales Caco-2 et nous nous sommes demandé si cet effet était
spécifique au Cd. Nous avons donc utilisé un autre métal, le Zn, afin de comparer les
réponses induites par le Zn, un métal essentiel, avec celles induites par le Cd, qui est
non-essentiel. Effectivement, nous avons obtenu un effet d’hormése avec le Zn, mais a
de plus hautes concentrations, aux alentours de 100-150 pM, comparativement a
environ 10-15 uM dans le cas du Cd (figure 3.1 A et B). Il a été préalablement démontré
par Mantha et Jumarie (2010) que le pic d’activité MTT induit par le Cd était relié a
"activation de ERK1/2 et nous avons vérifi€ si le Zn pouvait aussi induire I’activation
de ERKI1/2 puisqu’il provoque un effet d’hormese sur I'activit¢ MTT. L’état de
phosphorylation de ERK1/2 a été étudié par immunobuvardage et les résultats
montrent, comme il était attendu, que le Cd induit une activation de la protéine ERK1/2
(figure 3.1 C et D). Cependant, nous n’avons pas observé d'activation induite par la
présence de Zn. Aussi, nous avons utilisé 1'inhibiteur U0126 en présence de Cd ou de
Zn pour nous assurer que ['effet n"était pas aléatoire et que méme en présence de Cd,
l'inhibiteur de MEK préviendrait 'activation de ERK1/2. Les résultats obtenus le
confirment puisqu’en présence de I'inhibiteur on perd la phosphorylation de ERK1/2

induite par le Cd.



34

>
los]

300 - Cd 200~
- 7n - Cd
'_g = - 7n
=
s E O 200]
o B s s
s > ®
2® £5
T 100 25
= Co 4
< S P 100
= =
0' T T T T __— O
0 100 200 . 300 400 500 p = pa o
[#M] M)
15+
¢ D % = B p-ERK1/2
-ERK1/2 $ & ERK1/2
P z2,0
» 25101
. o
v alt
g &S 5 & N 2°0
< % S [S) © a
S F S 3 g = .
v S s © 0l
¢ a8 oo P
f & I
& 48

Figure 3.1 : Effet d’hormese sur I’activité MTT induit par le Cd et le Zn et stimulation de la
phosphorylation de ERK1/2. (A) Variation de l'activité MTT dans des cellules Caco-2 cultivées
pendant 21 jours et exposées 24 heures a des concentrations croissantes (0 2 500 uM) de Cd ou
de Zn. (n = 4-7) (B) Agrandissement des courbes en (A) entre 0 et 75 uM (C) Exemple
d’immunobuvardage de I'expression des protéines ERK1/2 et p-ERK1/2 dans les cellules
traitées 24 heures au Cd (10 pM) ou au Zn (100 puM) en présence ou en absence de U0126 (20
uM) (D) Analyses densitométriques normalisées sur les niveaux d’actine et exprimées
relativement au niveau contrdle (n = 4). * statistiquement différent comparativement a la

condition Cd (test t non-apparié avec une correction de Welch, p <0.05).

Comme le test MTT est également utilisé pour mesurer la viabilité ou la prolifération
cellulaire, nous avons vérifié si les pics induits par les métaux étaient dus a une
augmentation de la prolifération cellulaire. Par un marquage a I'IP, il a été possible
d’observer la répartition des échantillons cellulaires entre les différentes phases du
cycle cellulaire selon le nombre de jours de culture, soit en fonction de I'état de

différenciation (figure 3.2). Nous avons observé qu’il y a une augmentation
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significative du pourcentage de cellules en phase G1 entre le jour 3 (44%) et le jour 21
(69.4%). 1l y a aussi une baisse significative dans la portion de cellules en phase G2
entre le jour 3 (28%) et le jour 21 (10,8%) et c’est aussi le cas de la phase S, avec une
diminution marquée entre le jour 3 (26,5%) et le jour 21 (13,1%). Donc tres peu de
cellules sont dans les phases de préparation pour la mitose ou en phase de division
cellulaire au jour 21, un changement observé dés le jour 7, le jour ou la confluence est
atteinte. Cela nous confirme donc qu’au jour 21, les cellules Caco-2 différenciées ne
sont pas en mode prolifération. De plus, nous avons observé que lorsque les cellules au
jour 21 sont exposées au Cd ou au Zn, il n’y a pas de changements significatifs dans la

quantité de cellules en phase S comparé aux cellules témoins (figure 3.3).

re
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e % G2
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Figure 3.2 : Variation de la répartition des cellules dans les différentes phases G1, S et G2 du
cycle cellulaire mesurée en cytométrie en flux dans des cellules Caco-2 au jour 3, 5, 7, 14 et
21 de culture (n = 4-5). * p <0.05, ** p <0,01, *** p <0,001: statistiquement différents
comparativement a la valeur mesurée au jour 3 (test t non-apparié avec une correction de

Welch).
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Figure 3.3 : Variation de la répartition des cellules dans les différentes phases G1, S et G2 du
cycle cellulaire mesurée en cytométrie en flux dans des cellules Caco-2 au jour 21 de culture

exposées au Cd (10 uM) ou au Zn (150 uM) (n = 4).

Pour confirmer que nous pouvions relier I'activit¢ MTT a de la synthése protéique
stimulée par le Cd et le Zn, nous avons effectué¢ un test MTT avec du Cd et du Zn en
présence ou en absence de cycloheximide (CHX), un inhibiteur générique de la
synthese protéique qui bloque I'étape de I’élongation dans la traduction des protéines
(Schneider-Poetsh, 2010). Cela nous permettait de vérifier si la hausse d’activité MTT
induite par les métaux persistait en présence de I'inhibiteur (figure 3.4). Les résultats
indiquent qu’effectivement nous pouvons relier le pic d'activité¢ MTT a de la synthese

de protéines, car I’ajout de CHX diminue cette induction d’activité MTT par chacun
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des métaux . Cela confirme donc que I'activité MTT induite par le Cd et le Zn est liée

a de la synthése protéique.
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Figure 3.4: Variation de l'activit¢ MTT en fonction de concentrations de Cd ou de Zn en
présence ou en absence de CHX (5 uM) dans des cellules Caco-2 au jour 21 a la suite d’une
exposition de 24 heures (n = 6-9) * p <0.05, ** p <0,01, *** p<0,001, **** p <0,0001:
statistiquement différent comparativement a la valeur mesurée en absence de CHX (test t non-

appari¢ avec une correction de Welch).

Cardin et a/ (2009) ont démontré qu’en favorisant une situation pro-oxydante, cela
modifiait la courbe MTT induite par le Cd. Nous avons donc exploré ’"hypothese de
I"implication d’un déséquilibre rédox dans I'induction de I'activit¢ MTT par le Cd et
le Zn. D abord, nous avons effectué un test MTT en situation pro-oxydante en utilisant
deux inhibiteurs influengant les contenus intracellulaires en GSH: le BSO, qui a pour
mécanisme d’action d’inhiber la glutathion synthase, et le BCNU ou carmustine, un
inhibiteur de la glutathion réductase (figure 3.5 A). Les deux inhibiteurs ont produit un
effet semblable sur la courbe dose-réponse au Cd, soit un décalage du pic d'activité
MTT vers la gauche, de 10-15 uM vers 5 pM. Une situation favorisant le stress oxydatif
semble donc rendre les cellules plus sensibles a I’effet d" hormése induit par le Cd.

Ensuite, nous avons testé une situation antioxydante de deux fagons: en coexposant les

cellules au Cd et au NAC, un antioxydant analogue au GSH, ou en effectuant un
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prétraitement de 24 h au NAC avant l'exposition au Cd seul, afin de déterminer si la
protection antioxydante fournie pendant ou avant I’exposition au Cd modifie la réponse
cellulaire. Les résultats montrent qu’une coexposition des cellules au Cd et au NAC
déplace le pic de la courbe dose-réponse vers la droite, les cellules seraient donc moins
sensibles au Cd. Cependant, une préexposition au NAC n’a apporté aucun changement
significatif a la courbe d’activit¢ MTT (figure 3.5 B). Ces résultats ménent a deux
conclusions: soit le NAC offre réellement une protection, mais seulement en
coexposition, soit le déplacement de la courbe est le résultat d'une diminution
d'accumulation cellulaire de Cd suite a la formation de complexes entre le NAC et le
Cd. Donc, nous avons mesuré par spectrométrie a flamme les contenus cellulaires en
Cd (figure 3.5 C). Le résultat confirme la premiére hypothése, a savoir que le NAC
offre une protection antioxydante, puisqu'aucune différence significative n'est observée
dans les niveaux de Cd internalisé. Donc, la formation de complexes NAC-Cd ne
diminue pas les niveaux d’accumulation intracellulaire totaux de Cd mesurés a 24
heures, et ce méme si la complexation est suspectée de ralentir la vitesse initiale du
transport du Cd a travers la membrane plasmique. A noter qu'aucune contamination n'a
été mesurée dans les cellules témoins dont les contenus en Cd étaient inférieurs a la

limite de détection de 0,001 pg/L.

Nous avons également testé la réponse cellulaire au Zn en situation pro- et antioxydante
afin d'évaluer si un déséquilibre rédox pouvait influencer I’activité¢ MTT induite par la
présence de ce métal (figure 3.5 D). Contrairement aux résultats obtenus avec le Cd,
nous remarquons qu’il n’y a pas de déplacement de la courbe selon les concentrations
de Zn, mais plut6t un changement dans les niveaux de stimulation de I’activité MTT.
L’ajout de NAC semble augmenter les niveaux d’activité, alors que les inhibiteurs BSO

et BCNU pro-oxydants semblent les diminuer, quoique pas de fagon significative.
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Figure 3.5: Effets d"un déséquilibre rédox sur I’activité MTT induite par le Cd et le Zn. (A)

Variation de l'activit¢ MTT de cellules Caco-2 cultivées pendant 21 jours puis exposées 24
heures a des concentrations de Cd variant entre 0 et 75 pM seul ou en présence de BSO (3
mM) ou de BCNU (30 uM) (n = 4). (B) Variation de l'activit¢ MTT de cellules Caco-2
cultivées pendant 21 jours puis exposées 24 heures a des concentrations de Cd variant entre
0 et 75 uM de Cd, seul ou en présence de NAC (1 mM). L’effet du Cd a aussi été testé sur
des cellules prétraitées a du NAC (1 mM) pendant 24 heures avant l'exposition de 24 heures
au Cd seul (n = 6) (C) Accumulation cellulaire de Cd dans des cellules Caco-2 de 21 jours
exposées 24 heures au métal seul ou en présence de NAC (1 mM). L’accumulation de Cd a
aussi été mesurée dans des cellules prétraitées a ImM de NAC pendant 24 heures. (n = 3)
(D) Variation de l'activité MTT dans des cellules Caco-2 cultivées pendant 21 jours exposées
24 heures a des concentrations de Zn variant entre 0 et 200 pM, seul ou en présence de BSO
(3 mM), de BCNU (30 pM) ou de NAC (1 mM) (n = 4). * p<0,05. ** p<0,01
significativement différent comparativement a la valeur obtenue avec le métal seul (test non

paramétrique ANOVA avec un test post-hoc de Dunn).
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La prochaine étape consistait a vérifier 1’état du déséquilibre rédox directement dans
les cellules a I’aide de la sonde DCFH-DA (figure 3.6). Il apparait clairement, par la
hausse de fluorescence liée a la hausse de ERO, que le Cd induit du stress oxydatif. Au
contraire, la fluorescence observée dans les cellules exposées au Zn n'est pas tres
différente de celle obtenue dans les cellules témoins. La conclusion d'une protection
conférée par le NAC en coexposition avec le Cd est supportée par les résultats obtenus
en microscopie confocale, puisque la fluorescence obtenue dans cette condition
diminue et la morphologie des cellules se compare a celle des cellules témoins. Par
contre les niveaux de fluorescence ainsi que la forme des cellules observées suite a un
prétraitement au NAC sont plus semblables a ceux obtenus suite au traitement au Cd
seul. Aussi, contrairement a ce que nous nous attendions, nous avons remarqué que

I’ajout de BSO au Cd n’augmente pas les niveaux de ERO produits par le métal.

Un des mécanismes de défense contre le stress oxydatif bien documenté est la
surexpression, en situation oxydante, de molécules riches en groupement thiols. Nous
avons donc dosé les groupements thiols totaux aprés avoir exposé les cellules au Cd,
seul ou en présence de BSO, et au Zn (figure 3.7). Bien que non statistiquement
significative, les résultats montrent que le Cd induit une augmentation du niveau de
thiols totaux, suggérant le déclenchement d'un processus de protection contre les ERO.
L’ajout de BSO au Cd semble diminuer I’augmentation du contenu en thiols, mais sans
I’annuler complétement. Le BSO réduit alors les thiols a des niveaux semblables a ceux

mesurés en présence de Zn seul.
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Figure 3.6: Contenus en ERO détectés par fluorescence avec la sonde DCF-DA en

Prétraitement NAC > Cd

microscopie confocale dans des cellules Caco-2 cultivées pendant 21 jours et exposées 24
heures a du Cd (10 pM) en présence ou en absence de BSO (3 mM), de NAC (1 mM), suite
a un prétraitement de NAC (1 mM) ou exposées a du Zn (150 uM) pendant 24 heures ou a du
H,0; (100 uM) pendant 1 heure (n = 4)
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Figure 3.7: Contenus en thiols dans des cellules Caco-2 cultivées pendant 21 jours et
exposées au Cd (10 uM) en présence ou en absence de BSO (3 mM) ou au Zn (150 uM)
pendant 24 heures (n = 4).

Les résultats obtenus en présence de CHX indiquent que la hausse d’activité MTT peut
étre liée a une stimulation de synthése protéique. Nous avons donc testé I'implication
possible du facteur de traduction eiF4E, en aval de la cascade de signalisation dont
ERK1/2 fait partie, dans la synthése protéique corrélée a la stimulation de I'activité
MTT par le Cd. Plusieurs voies de signalisation peuvent aboutir a I’activation de eiF4E,
nous avons donc choisi deux inhibiteurs LJI308 et ETP-46464 bloquant respectivement
RSK90 et Mnk1/2, deux kinases activées par ERK1/2, et nous avons testé leur effet sur
I'hormese induite par le Cd sur l'activit¢ MTT. Les niveaux d’activité MTT et la
sensibilité des cellules au Cd n'ont pas changé en présence des inhibiteurs (figure 3.8
A). Malgré ces résultats, nous avons vérifié par un immunobuvardage si le Cd stimule
1"état de phosphorylation d’eiF4E, (figure 3.8 B et C). La présence du Cd seul ne
stimule pas l'activation d’eiF4E et les inhibiteurs LJI308 et ETP-46464 ajoutés au
métal font diminuer le taux d’eiF4E phosphoryl€, surtout dans le cas de ETP-46464

avec lequel un résultat significatif a été obtenu. Par contre, nous n’avons pas observé
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d’activation significative de ERK1/2 avec le Cd seul et nous avons également remarqué
que lorsque les niveaux de eiF4E phosphorylés diminuent, ceux de eiF4E total

diminuent aussi, ce qui influencera I'interprétation de ces résultats.
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Figure 3.8: Effet du Cd sur l'activation de ERK1/2 et de eiF4E. (A) Variation de I'activité MTT
dans des cellules Caco-2 au jour 21 exposées a du Cd seul ou en présence de LJI308 (10 uM)
ou de ETP-46464 (20 uM) pendant 24 heures (n = 4). (B) Exemple d’immunobuvardage de
I’expression des protéines p-eiF4E et p-ERK1/2 dans des cellules Caco-2 exposées pendant 24
heures au Cd (10 puM) en présence ou en absence de U0126 (20 uM), de LJI308 (10 uM) ou
de ETP-46464 (20 uM) (C) Analyses densitométriques normalisées sur les niveaux d’actine et
exprimées relativement aux niveaux contréles dans les cellules Caco-2 exposées pendant 24
heures au Cd (10 uM) en présence ou en absence de U0126 (20 uM), de LJI308 (10 uM) ou
de ETP-46464 (20 uM) (n = 3-4). *p <0,05: significativement différent de la valeur obtenue

avec le Cd seul (test t non-appari¢ avec une correction de Welch).






CHAPITRE IV : DISCUSSION

Nous avons reproduit I'effet d’hormése sur I'activité MTT induit par le Cd dans les
cellules Caco-2 cultivées durant 21 jours, avec le méme maximum d'induction atteint
a 10 pM qui avait été observé par Mantha et Jumarie (2010). Afin de comparer la
réponse induite par le Cd avec un métal essentiel, nous avons mesuré 1'activité¢ MTT
induite par le Zn et un effet d’hormese similaire a celui induit par le Cd a été observé
dans le cas du Zn, mais a une concentration de 150 pM. Puisque 'effet d"hormese induit
par le Cd avait été corrélé a I’activité de ERK1/2, nous nous sommes demandé si le Zn
pouvait aussi induire la phosphorylation de ERKI1/2. Apres vérification par
immunobuvardage, nous en avons conclu qu’a cette concentration, le Zn n’induisait
pas la phosphorylation de ERK1/2. Pourtant, [’activation de cette kinase induite par le
Zn avait été observée dans les cellules C2C12 et Caco-2 (Ohashi ef al, 2015; Talukder
et al, 2011). Par contre, dans le cas de l'expérience de Talukder er al (2011),
I"activation de ERK1/2 avait été observée suite a I'exposition des cellules a 50 pM de
Zn et les auteurs n’ont pas vérifié si cette induction était dose-dépendante. Cependant,
nous ne nous attendions pas a une phosphorylation de ERK1/2 a cette concentration,
puisque nous n'avons pas observé d’augmentation de 1'activité MTT a 50 uM. Aussi,
il est possible que I'effet d’hormese induit par le Zn sur I'activité MTT ne soit en effet
pas relié a ERK1/2, mais a I"activation d’une autre protéine. Par exemple, il a été
démontré par les travaux de Talukder et al (2011) que I'activité de la kinase p38 était
régulée par le Zn. Il serait intéressant de vérifier par immunobuvardage si la
concentration de 150 pM de Zn a laquelle nous observons la plus importante activité
MTT stimule la phosphorylation de p38. Pour cela il faudrait tester plusieurs
concentrations de Zn, puisqu’une exposition a seulement 20 uM de Zn avait activé la
kinase (Talukder et al. 2011) et nous n’avons pas observé de pic dans I'activité¢ MTT a

cette concentration. Nous avons également observé que la présence de Zn ajouté au Cd
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ne modifiait pas I’induction de la phosphorylation de ERK1/2. 11 serait donc probable
que le mécanisme d’induction de ERK1/2 par le Cd ne soit pas affecté par le Zn, que
le Cd ait une meilleure affinité pour celui-ci ou qu’il n’y ait pas d’inhibition de

I’accumulation cellulaire du Cd par le Zn.

Le test de réduction MTT est utilisé afin de quantifier la prolifération cellulaire ou le
pourcentage de viabilité cellulaire. Afin de nous assurer que l'induction de I’activité
MTT par le Cd et le Zn observé n’était pas due a de la prolifération cellulaire, nous
avons vérifi€ si la présence de Cd ou de Zn pouvait influencer la prolifération cellulaire,
puisque les travaux de Von Zglinicki et al. (1992) avaient démontré une augmentation
de la prolifération cellulaire induite par une exposition 4 0.1-1 nM de Cd dans le cas de
myoblastes de rat L6J1 et 2 102 - 10° pM de Cd dans le cas de cellules rénales porcines
LLC-PK. Dans notre étude, nous n’avons pas observé de différence significative dans
la répartition de la population cellulaire dans les différentes phases du cycle cellulaire
en présence de Cd ou de Zn. Donc I’augmentation d'activit¢ MTT que nous avons
observée dans les cellules de jour 21 exposées a 10 uM de Cd ou 150 uM de Zn ne
peut étre due a une induction de prolifération cellulaire. Nous avons aussi étudié la
répartition de la population cellulaire entre les différentes phases du cycle cellulaire en
fonction des jours de cultures afin de montrer que 1’on pouvait mesurer des variations
dans le cycle cellulaire entre pré et post-confluence. Nous avons démontré qu’a partir
du jour 7, il y a une forte baisse de la population cellulaire en phase G2/S
comparativement au jour 3 et qu’au jour 21, la majorité des cellules se trouvent en
phase Gl1. Il avait été préalablement observé que le jour 7 coincidait avec I’atteinte de
la confluence dans le pétri et le début de la différenciation, puisque I’activité
enzymatique de la membrane avec bordure en brosse augmentait considérablement a
partir du jour 7 ( Jumarie et Malo, 1991). Nous pouvons donc constater, tel qu'attendu,
que les cellules de 21° jour de culture ne sont plus en phase de prolifération. Nous
remarquons sur les figures 3.2 et 3.3 que la somme des pourcentages de cellules

réparties dans les différentes phases du cycle n'est pas toujours égale a 100%. Cela est



47

expliqué par I'erreur d’analyse du logiciel utilisé pour quantifier les cellules dans

chaque phase du cycle qui parfois n’ajuste pas I'aire sous la courbe parfaitement.

Puisque I'induction d'activité MTT n’était pas reliée a de la prolifération cellulaire,
nous avons vérifié si elle pouvait étre corrélée a une modulation de la synthése
protéique par le Cd et le Zn. Nous avons donc testé I'effet d'un inhibiteur de synthese
protéique agissant a lI'étape de la traduction, la cycloheximide (CHX), sur
'augmentation de I'activité MTT dans les cellules Caco-2 exposées au Cd ou au Zn.
Dans le cas des deux métaux, I'ajout de CHX a fait diminuer I'activit¢ MTT, ce qui
signifie que I'activité MTT induite par le Cd et le Zn serait corrélée a I"augmentation
de la synthése protéique par ces derniers. Cela a déja été observé, entre autres dans les
travaux de Park ef al. (2012) ou ils avaient démontré I’augmentation de I’expression de
la cyclooxgénase (COX-2) induite par 20 uM de CdSOs dans des cellules C6 de
gliomes et I'augmentation de synthese protéique par le Cd avait été¢ démontré dans les
cellules humaines HCC HepG2 dans lesquelles seulement 5 pM de Cd avait suffi a
augmenter les niveaux de p-caténine (So et Oh, 2015). Il a aussi été démontré que le
Zn induit de la synthése protéique par de la régulation transcriptionnelle, puisqu’une
exposition a 10 pM de Zn induisait I'augmentation du contenu en ADN et I’activit€ de
IGF dans des cellules d’ostéoblastes MCsF3-E1, le facteur IGF stimulant la formation
de collagene et la synthese d’ADN, une fonction vitale pour la formation de la matrice
osseuse (Hashizume et Yamaguchi, 1933; Matsui et Yamaguchi, 1995). Nous pouvons
donc en conclure qu’il y a modulation de la synthese de protéines dans les cellules
intestinales Caco-2 par le Cd et le Zn. Il y aurait également un lien intéressant a faire
entre la synthése protéique a I’origine de I’activité MTT induite par le Zn et I’activation
de p38 et non de ERK1/2. Cette kinase peut effectivement influencer I'activité
transcriptionnelle, puisqu’elle peut, entre autres, activer le facteur de transcription

MEF2C dans les mitocytes THP-1 et U937 (Han et al, 1997).

Notre hypothese impliquait un déséquilibre rédox dans le mécanisme d’activation de

ERK1/2 par le Cd, mais pas dans le cas du Zn. Nous avons donc testé I'effet d’un
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déséquilibre rédox sur la réponse d’activité MTT par le Cd. D’abord, les cellules ont
été incubées conjointement avec du Cd et du BSO, un inhibiteur de la glutathion
synthase ou du BCNU, un inhibiteur de la glutathion réductase afin de créer un
environnement prooxydant. L’ajout des deux inhibiteurs ayant rendu les cellules plus
sensibles a l'effet d'hormese du Cd, nous concluons de ce résultat que le déséquilibre
rédox causé par le Cd enclenche une voie sensible a ce déséquilibre. En effet, il avait
été préalablement observé qu’en favorisant les prooxydants, I’effet du Cd sur les voies
de signalisation apoptotique €tait augmenté: I’ajout de 500 uM de BSO pendant 20
heures suivi d’une exposition de 6 heures a 25 pM de Cd avait augmenté le pourcentage

de splénocytes murins en apoptose comparativement aux cellules seulement exposées

au Cd (Pathak et Khandelwal, 2006).

La déplétion des réserves de GSH est une des conditions qui mene le Cd a se lier aux
protéines fonctionnelles et a altérer ainsi le fonctionnement cellulaire normal. Nous
avons aussi vérifié s’il était possible qu’un environnement offrant une protection
antioxydante, ici le NAC, en co- ou prétraitement, puisse modifier I’activit¢ MTT
corrélée a la phosphorylation de ERK1/2 induite par le Cd. La coexposition NAC+ Cd
a rendu les cellules moins sensibles a I’effet d'hormeése du métal, alors qu’une
préexposition n’a apporté aucun changement dans I’activit¢ MTT induite par le Cd.
Nous nous serions attendus a ce qu’une préexposition induise aussi un changement
dans ’activité MTT stimulée par le Cd, car il avait été préalablement observé dans les
splénocytes murins qu’une préexposition a 10 mM de NAC pendant seulement 10
minutes suffisait pour diminuer la production de ERO intracellulaire et diminuer la
proportion de cellules en apoptose (Pathak et Khandelwal, 2006). Cependant, nous
avons utilisé une concentration 10 fois plus faible que dans cette étude, il serait donc
intéressant de vérifier si en augmentant la concentration de NAC en prétraitement nous
pourrions induire un changement de I’activité MTT induite par le Cd semblable a celui
que nous avons observé en coexposition. Nous nous sommes questionnés sur deux

conclusions possibles: est-ce que le NAC annihile le déséquilibre rédox induit par le
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Cd, mais seulement en coexposition ou est-ce que le déplacement de la courbe était le
résultat d'une diminution d'accumulation cellulaire de Cd suite a la formation de
complexes entre le NAC et le Cd. Nous avons quantifié I’accumulation intracellulaire
de Cd des cellules qui étaient prétraitées au NAC ou coexposées NAC+Cd et les
résultats n’ont démontré aucune différence significative entre les conditions, ce qui
signifie que la formation de complexes NAC+Cd n’empéche pas I’accumulation du
métal dans la cellule et que le NAC peut réduire I"effet du déséquilibre rédox induit par
le Cd sur la voie de signalisation de ERK 1/2, mais seulement en coexposition. Nous en
concluons donc que le stress oxydant induit par le Cd dans les entérocytes module

I'activité MTT, que I'on correle a I'activation la voie de signalisation de ERK1/2.

Nous avons par la suite testé les conditions pro et anti oxydante dans des cellules
exposées au Zn afin de comparer les effets d'un déséquilibre rédox sur la réponse
induite par le Cd avec celle induite par un métal essentiel. Malgré ['absence de
différence significative entre les différentes conditions sur la réponse d'activité¢ MTT
au Zn (figure 3.5 D), nous remarquons que contrairement aux changements observés
en présence de BSO/BCNU et de NAC dans le cas du Cd, le déséquilibre rédox en
présence de Zn semble plutdt changer les niveaux d'induction d’activité et non pas les
concentrations efficaces. Cependant, nous devons faire preuve de précaution dans
I’interprétation de ces résultats puisqu’en majorité ils ne sont pas statistiquement
significatifs. Ainsi, un déséquilibre rédox semble étre impliqué dans I'activité MTT
induite par le Cd, mais il faudrait probablement évaluer I'effet d’un déséquilibre rédox
sur I'activité MTT induite par le Zn d'une maniere différente puisque les résultats ne
sont pas concluants. Certaines ¢tudes ont déja montré une modulation des effets induits
par le Zn dans une situation de déséquilibre rédox. Par exemple dans les cellules
neuronales embryonnaires murines différenciées P212 il a été démontré que
["activation de ERK1/2 par le Zn méne a une augmentation de la mort cellulaire, mais
qu'une incubation des cellules en présence de Zn et de NAC diminuait autant

I"activation de ERK1/2 que le nombre de cellules apoptotiques (Seo et al, 2001). Une
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autre étude avait aussi déterminé qu’un environnement prooxydant augmentait
I’inhibition de la synthése protéique induite par le Zn dans les trois lignées cellulaires
pulmonaires A549, L2 et 1 1Lu (Walther et al, 1998). Nous en concluons que 1’équilibre
rédox est une composante importante dans la voie de signalisation de ERK1/2 induite
par le Cd et le Zn, méme si celui-ci n’impliquerait pas la phosphorylation de ERK1/2
et que la modulation de I’activit¢ MTT induite par le Zn par un déséquilibre rédox

demande davantage d’étude.

Afin de quantifier les ERO directement dans les cellules, nous avons utilisé la
microscopie confocale afin d’analyser la fluorescence émise par la sonde DCFH-DA
qui réagit a différent ERO. Le Cd induit sans aucun doute des ERO dans les cellules
Caco-2 et la comparaison entre les niveaux de ERO induits par le Cd en coexposition
avec le NAC ou suite & un prétraitement au NAC vient appuyer nos conclusions
précédentes sur I'implication d'un déséquilibre rédox dans la stimulation de I'activité
MTT. En effet, la coexposition au Cd avec du NAC permet a la fois de diminuer la
fluorescence et d’améliorer la morphologie cellulaire alors que le prétraitement au
NAC n’apporte aucun changement comparativement a ce qui est observé avec le Cd
seul. L’effet d’une exposition simultanée aux Cd et NAC a également été observé in
vivo pendant une expérience menée sur des rates Sprague-Dawley dans laquelle I’ajout
de NAC au Cd a la diéte permettait de réduire la peroxydation des lipides induite par
le Cd, démontrant donc une protection contre le stress oxydatif généré par le Cd
(Shaikh et al, 1999). Quant a I’absence d’effet du prétraitement au NAC sur la
génération d’ERO par le Cd, la période de 24 heures de pré-traitement était peut-Etre
trop longue. En effet, beaucoup d’études semblent privilégier des courtes durées de
prétraitement avant 1’exposition au Cd, créant un «spike» de NAC avant I’incubation
avec le métal (Rao et al, 2000; Aueviriyavit et al, 2014). Cependant, le niveaux de GSH
n’ont pas €t€ mesurés durant la période de traitement au NAC, ce qui nous aurait permis
de vérifier que traitement augmente bien les niveaux de GSH disponible pour la

protection anti-oxydante. Cela sera considéré pour les futures études.
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Aussi, il a été intéressant de constater que les conditions ayant induit le plus de ERO
ont entrainé un changement morphologique des cellules qui au lieu de former une
mosaique continue devenaient trés vacuolées et séparées les unes des autres. La
vacuolisation du contenu cellulaire est un des signes de stress de la cellule et est souvent
reliée au type de mort cellulaire caractérisé par I|'accumulation de vacuoles
autophagiques (Gonzélez-Polo et al, 2005). A notre étonnement, 1’ajout de BSO au Cd
n’a pas augmenté les ERO comparativement au Cd seul, un résultat auquel on aurait
pu s’attendre en considérant le mécanisme d’action du BSO. En déplétant le GSH, la
génération de ERO par le Cd aurait pu étre exacerbée, mais il est possible que I"effet
pro-oxydant du BSO se confonde dans celui du Cd qui cause probablement déja a lui
seul un grand déséquilibre rédox. Il aurait fallu vérifier I'efficacité du traitement sur les
niveaux de GSH en confirmant les niveaux d’inhibition de la glutathion synthase qui
est normalement ciblé par le BSO, soit en dosant directement ’activité enzymatique
ou en vérifiant les niveaux de GSH. Cependant, un pré-traitement au BSO suivi d’une
exposition au Cd aurait peut-étre eu davantage d’impact, puisqu’il a été observé qu'un
prétraitement au BSO suivi d’une exposition au Cd augmente la fluorescence de
DCFH-DA comparativement a ce qui est observé avec du Cd seul (Pathak et
Kandelwal, 2006). Comme il serait possible qu'une déplétion du GSH avant
I’exposition au Cd ait davantage d’impacts sur la génération de ERO par le Cd que si
sa synthése est inhibée en méme temps que I'exposition au Cd, nous pourrions
prétraiter les cellules Caco-2 au BSO avant d’exposer au Cd pour vérifier si nous
pouvons obtenir des résultats semblables a ceux de Pathak et Kandelwal (2006). 1l
serait intéressant par la suite de faire un paralléle avec les résultats obtenus par une
situation semblable avec le NAC, qui aurait un impact seulement en coexposition avec

le Cd et qui est sans effets en préexposition de 24 heures.

Les résultats obtenus en microscopie confocale ne montre pas d’augmentation de la
fluorescence en présence de Zn. Comment concilier ce résultat avec ceux obtenus a la

figure 3.5, ou les courbes d'activité¢ MTT induites par le Zn semblaient réagir a la
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situation anti oxydante par ’ajout de NAC au métal? Le Zn contribue entre autres a
’activité de I’enzyme Cu/Zn superoxide dismutase, qui participe a la défense cellulaire
contre les ERO (Zddl et al, 2003). Ayant relier la stimulation de I’activit¢ MTT a de
I’activité de syntheése protéique, nous pourrions corréler cette courbe induite par le Zn
a I’activité de la Cu/Zn superoxide dismutase et cela expliquerait aussi I’absence de

ERO en confocale.

Un des mécanismes de défense contre les prooxydants est la présence de molécules
riches en groupement thiols: synthétisées a la suite d’un stimulus ou déja présentes dans
le milieu intracellulaire et pouvant agir comme agent réducteur pour les ERO (Sen,
2000). Le GSH a ce r6le. Nous avons vérifié I’impact de I’exposition au Cd et au Zn
sur la quantité intracellulaire de thiols totaux, mais nous n’avons pas obtenu de résultats
statistiquement significatifs. Toutefois, un résultat intéressant a été obtenu apres avoir
ajouté du BSO au Cd, le contenu en thiols a tendance a diminuer et atteint le méme
niveau de contenu en thiols stimulé par le Zn. La portion de thiols réduite par le BSO
serait donc attribuable au GSH (Rivabene et al., 1999), alors que la portion résiduelle
insensible au BSO pourrait étre corrélée a de la MT, puisque les MTs sont riches en
thiols et leur expression, induite par la présence de nombreux métaux, incluant le Cd
et le Zn, a été depuis longtemps longuement documentée dans de nombreuses lignées
cellulaires incluant Caco-2 (Kégi et Valle, 1960; Bremner et Davies, 1975; Coyle et al,
2002; Shen et al, 2008; Sreenivasulu et al, 2010). Les travaux de Cardin et al. (2009)
effectués dans notre laboratoire ont déja démontré par RT-PCR que le Cd et le Zn
augmente les niveaux d’ARNm de MT-Ila dans les cellules Caco-2 au jour 21. Il serait
intéressant de vérifier I’effet d’un déséquilibre rédox induit par le Cd avec des
conditions pro et antioxydantes sur l’induction de la MT afin de déterminer si
I’induction des MTs est davantage médiée par le déséquilibre rédox induit par le Cd
que celle des thiols totaux. Nous pouvons aborder cette situation de deux fagons :
déterminer comment les conditions pro et antioxydantes modulent les niveaux de MTs

ou inhiber la synthése de MTs pour déterminer I’importance des MTs dans la réponse
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cellulaire face au déséquilibre rédox induit par le Cd et le Zn. Comme il est trés difficile
de doser la MT en immunobuvardage, il serait probablement plus aisé de procéder par
I"inhibition de I’expression de la MT en utilisant des siARN inhibant I"expression du
facteur de transcription régulant la MT (MTEF-1), une pratique utilisée couramment et
son efficacité a déja été démontrée pour inhiber I'expression de MTF-1 et réguler les

MTs dans la lignée Caco-2 (Yap et al, 2009; Kim ef a/, 2011; Hardyman et al, 2016).

Les résultats obtenus avec I'ajout de CHX au Cd et au Zn indiquent que la hausse
d’activité MTT serait liée a une stimulation de synthése protéique. Nous avons donc
testé I'implication possible du facteur de traduction eiF4E dans la synthése protéique
corrélée a la stimulation de I'activité MTT par le Cd, car en aval de la cascade de
signalisation menant a son activation se trouve ERK1/2 dont I'activité est modulée par
le Cd. Nous avons vérifié si I'inhibition de RSK90 ou de Mnk1/2 avait un impact sur
I'activité MTT induite par le Cd, mais nous n’avons pas obtenu de résultats
significatifs. Comme il a été expliqué dans la section 3.3 du chapitre 11l deux voies
différentes liées a ERK1/2 peuvent mener a I’activation de eiF4E, mais I'activation
d’une de ces voies n"implique pas I'inhibition de I’autre. Aussi, il pourrait étre pertinent
de refaire le test d activité MTT en ajoutant une autre condition, celle d'une exposition
au Cd en présence des deux inhibiteurs de RSK90 et de Mnk1/2, respectivement LJI308
et ETP-46464: cela permettrait de vérifier si le Cd peut affecter autrement ["activité de
synthese protéique induite par eiF4E, mais sans I'implication de RSK90 ou de Mnk1/2.
Le Cd peut entre-autres activer la protéine kinase C (PKC) qui est connue pour induire
la phosphorylation de eiF4E (Beyersmann et al, 1994; Whalen et al, 1996). Cependant,
le résultat que nous avons obtenu pourrait signifier que la synthese protéique induite
par le Cd ne serait pas nécessaire di a I'activité du facteur eiF4E. Le Cd peut aussi
stimuler 1’activité traductionnelle de nombreux facteurs, par exemple Joseph er al
(2002 a,b) a démontré que I'exposition au Cd de fibroblastes murins BALB/c-3T3
entrainait la surexpression du «translation initiation factor-3» (TIF3) et du «translation

elongation factor-16» (TEF-106).
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Nous avons ensuite vérifi€é par immunobuvardage si I’activation de eiF4E est stimulée
lorsque les cellules étaient exposées au Cd seul ou en présence de LJI308, de ETP-
46464 ou de U0126. Le seul résultat statistiquement significatif est la diminution de la
phosphorylation de eiF4E lorsque les cellules étaient coexposées au Cd + ETP-46464.
Ce résultat pourrait nous indiquer que Mnk1/2 prime dans la régulation de I’activation
de eiF4E, possiblement parce que cette activation est directe comparativement a
’activation par RSK90 qui est davantage indirecte, puisqu’il y a deux protéines
intermédiaires (figure 3.2). Cependant, nous avons observé que lorsque les niveaux de
eiF4E phosphorylés diminuent, ceux de eiF4E total diminuent aussi et nous n’avons
pas observé d’activation significative de ERK1/2 avec le Cd seul. Malheureusement, il
est difficile de se fier aux résultats obtenus, puisqu’il serait possible que la diminution
de phosphorylation de eiF4E ne soit pas due au Cd, mais plutt a la diminution de son
expression totale. Aussi, le fait que nous n'avons pas eu d'augmentation de la
phosphorylation de ERK1/2 stimulé par le Cd dans cette étude ne nous permet aucune
conclusion sur l'action ultime du Cd sur eiF4E via ERK1/2. Cependant, dii & une erreur
de manipulation, ERK1/2 total n’a pas été quantifié et cela pourrait expliquer l'absence
de signal de p-ERK 1/2. En effet, la perte de 1’activation de ERK1/2 par le Cd est peut-
étre seulement dii a une inégalité dans la quantité de ERK1/2 total entre les différents
échantillons. Il serait donc nécessaire de reproduire I'expérience afin d’éclaircir cette
incertitude quant a l'activation de ERK1/2 dans cette étude en particulier, en prenant

soin d’inclure ERK1/2 total dans les analyses.

Cependant, il faut garder a I’esprit qu’il demeure possible que I’activité de synthése
protéique soit due a I’activation d’un facteur de traduction autre que eiF4E, puisque le
Cd peut influencer de nombreux mécanismes pouvant modifier la synthese (Park et al
2012; So et Oh, 2015). Une autre perspective qui serait intéressante d’explorer
davantage serait de vérifier I’impact que le Zn pourrait avoir sur la phosphorylation de
eiF4E considérant la possibilité que le pic d’activité MTT induit par le Zn soit relié a

’activation de p38. En effet, il a été préalablement observé dans les cellules rénales
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embryonnaires humaines 293T que p38 activait Mnk1 (Waskiewicz et al, 1997), il
serait donc possible d’observer le méme phénomene dans la lignée Caco-2. Le Zn
pourrait modifier I’activité de eiF4E grace a son activation par Mnk1/2. Il serait donc
intéressant d'estimer les concentrations de Zn nécessaires a |’activation de p38 et

d'étudier leur effet sur la phosphorylation de eiF4E.






CHAPITRE V : CONCLUSION

La population se retrouve majoritairement exposée au Cd par son alimentation (WHO,
1992) et I'épithélium intestinal est la premiere barriére qu’il doit franchir pour atteindre
la circulation sanguine. Les travaux du Dr Jumarie ont démontré que le Cd a tendance
a s’accumuler dans les cellules entérocytaires (Jumarie et al, 1997; Jumarie et al, 1999)
et une fois dans la cellule, le Cd a le potentiel d'induire des effets carcinogénes, surtout
par I'induction de ERO causant du stress oxydatif (Ding et Templeton, 2000; Joseph ef
al, 2002a,b; Peraza et al, 1998). Dans le cadre de ce mémoire, nous avons choisi
d’utiliser la lignée de cellules entérocytaires Caco-2 afin d’étudier les effets du Cd sur
I'épithélium intestinal, puisqu’elles se différencient spontanément et expriment les

caractéristiques que 1'on retrouve dans les cellules iz vivo.

Des travaux précédents effectués dans notre laboratoire ont démontré que le Cd active
ERK1/2 dans les cellules Caco-2 différenciées dans lesquelles ERKI1/2 est
normalement inactive. Ils ont corrélé cette activation a une hausse de 'activité MTT
induite par le Cd et ont étudié les étapes en amont de ERK 1/2 possiblement impliquées
dans son activation par le Cd (Mantha et Jumarie, 2010). Suite a ces résultats, nous
nous sommes demandé ce qui pouvait déclencher l'activation de ERK et avons émis
I'hypothése de I'implication d'un déséquilibre rédox. Nous avons donc comparé les
effets du Cd avec ceux du Zn. D’abord, nous avons démontré que le Cd et le Zn
induisent un pic d'activité MTT, mais a des concentrations différentes. Mantha et
Jumarie (2010) avait corrélé ce pic d’activité¢ MTT induit par le Cd a I'activation de
ERK1/2, mais apres vérification par immunobuvardage nous concluons que ce n’est
pas le cas du Zn méme a la concentration stimulant I'activité¢ MTT. Cette activité induite
par le Zn pourrait étre due a une autre MAP kinase, la kinase p38 dont la
phosphorylation par le Zn a été observée (Talukder er al, 2011). Nous avons ensuite
réussi a écarter 1'hypothése de I'influence du Cd et du Zn sur la prolifération des

cellules de 21 jours, car une augmentation de la prolifération par les métaux aurait pu
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expliquer les pics d’activit¢ MTT observés. Au 21° jour de culture, les cellules sont
majoritairement en phase G1 et I’ajout des métaux n’y a rien changé. La diminution de
I’activité MTT par la CHX en présence de Cd ou de Zn nous permet de conclure que
I’on peut relier cette hausse d’activité MTT dans les cellules Caco-2 exposées au Cd
ou au Zn a de I'induction de synthése protéique. Cette induction de production de
protéines par le Cd ou le Zn a déja été observée dans d’autres lignées cellulaires, mais
il y a peu de documentation concernant un phénoméne semblable dans la lignée Caco-
2 (Park et al, 2012; Hashizume et Yamaguchi, 1993). Nous avons démontré qu’un
déséquilibre rédox par le Cd et le Zn peut moduler I’activit¢ MTT et qu’un
environnement pro- ou antioxydant peut modifier la réponse cellulaire. Nous nous
étions aussi demandé par quelle voie l'activation de ERK1/2 pouvait-elle mener a une
augmentation de la syntheése protéique et avons émis I'hypothése de I'activation du
facteur de traduction eif4E. Nous n’avons pu déterminer avec assurance si le Cd
pouvait moduler I’activité traductionnelle de eiF4E car les niveaux d’expression
n’étaient pas significativement différents du contréle. Il est possible que la diminution
significative de la phosphorylation de eiF4E en présence de Cd et de ETP-46464 ne
soit pas due a la modulation de son activation par le Cd mais plutot a une diminution
de son expression. Aussi, comme nous n’avons pas observé d’activation de ERK1/2
par le Cd sur les échantillons utilisés pour quantifier la phosphorylation de eiF4E, il est
impossible de déterminer si I’activation de ERK1/2 par le Cd méne aussi a l'activation
de eiF4E. Il est nécessaire de reproduire cette expérience afin de clarifier si nos résultats
sont dus a des problémes de manipulations ou & un manque de réponse cellulaire. Avec
les résultats que nous avons obtenus, il pourrait aussi étre intéressant d’évaluer en
immunobuvardage 1’effet de la modulation du déséquilibre rédox, que nous avons testé
sur I’activité¢ MTT dans ce présent mémoire, sur les niveaux de phosphorylation de
ERK1/2 induits par le Cd, afin de déterminer précisément si ERK1/2 dans les cellules
Caco-2 est sensible au statut rédox. Nous nous attendrions qu'en présence de BSO,
I’activation de ERK1/2 soit sensible au déséquilibre rédox induit par une concentration

plus faible Cd, puisque I’ajout de BSO avait diminué la concentration de Cd induisant
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le pic d'activité MTT et que nous avons corrélé le pic d'activit¢ MTT a une
augmentation de la phosphorylation de ERK1/2. Nous pourrions aussi nous attendre a
une diminution de la phosphorylation de ERK1/2 en présence de Cd et de NAC,
puisque I’effet stimulateur du Cd sur I"activité MTT est modifiée en présence de NAC
(déplacement de la courbe dose-réponse vers la droite). Cela serait en accord avec ce
qui est rapporté dans la littérature, puisqu’il a été observé dans les cellules épithéliales
DLD-1 de colon humain que I’ajout de NAC diminuait la phosphorylation de ERK1/2
(El-Najjar et al, 2010).

Depuis I'étude de Mantha et Jumarie (2010), nous avons déterminé que 1’activit¢ MTT
induite par le Cd qui avait été préalablement observée est modulée par le déséquilibre
rédox engendré par le Cd et que le Zn, un métal essentiel, semblait aussi induire une
activit¢ MTT médiée par un déséquilibre rédox. L activation de ERK1/2 par le Cd dans
les cellules différenciées pourrait avoir de graves conséquences puisque ERK1/2 est
normalement active seulement dans les cellules prolifératives et la chute d'activité de
ERK1/2, couplée a l'activation de la kinase p38., déclenche le processus de
différenciation in vitro et in vivo (Aliaga et al, 1999). 1l est important de mieux
comprendre comment le Cd peut activer cette ERK1/2 qui possede un réle important
dans la prolifération cellulaire. Comment des cellules qui ne doivent pas se diviser
réagiraient-elles au déclenchement d'une voie favorisant la prolifération? Quelles
seraient les conséquences sur le maintien du phénotype différencié? Il est important de
souligner, comme montré dans le tableau 1.1 et la figure 1.1 de I'introduction, que le
Cd est présent non seulement dans |"atmosphére, mais aussi dans un trés vaste éventail
d’aliments. La concentration de Cd ayant induit un pic dans I'activit¢ MTT était de 10
uM., soit environ 1,12 ppm, ce qui est légérement plus élevé que la plus haute
concentration retrouvée au tableau 1.1 (0.4 ppm). Les effets du déséquilibre rédox
induit par le Cd démontrés dans ce travail deviennent donc d’autant plus pertinents a
étudier puisqu’ils refletent une conséquence de notre exposition environnementale au

Cd a long terme.
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