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Transforming growthfactor-~ 

Vascular endothelial growth factor 

1,25-DHCC ou 1,25 dihydroxycholécalciférol (Forme active de la vitamine D) 
1,25-(0H)2D3 



RÉSUMÉ 

L'exposition au cadmium (Cd) représente un facteur de risque pour la perte osseuse et 
le développement de l'ostéoporose. Jusqu'à récemment, les études portaient 
principalement sur les effets toxiques indirects du Cd sur 1 'os via un 
dysfonctionnement rénal et une perturbation du métabolisme du calcium (Ca). Des 
données récentes révèlent toutefois qu'une faible exposition chronique au Cd sans 
effet néphrotoxique entraîne des dommages directs aux os. Le premier objectif de 
cette étude visait à évaluer dans quelle mesure le Cd est accumulé dans les 
ostéoblastes et à déterminer sa cytotoxicité. Pour ce faire , nous avons mesuré 
l' accumulation cellulaire de 109Cd ainsi que la viabilité cellulaire par l' essai MTT. 
De plus afin de tenter d'identifier les voies d 'entrée cellulaire du Cd, nous avons 
utilisé certains bloqueurs (nifédipine, vérapamil, 2-APB, SKF26365 et capsazépine) 
et activateurs (Bay-K8644, icilin et thapsigargine) de canaux. Le second objectif était 
de mieux comprendre comment la cellule ostéoblastique se protège contre les effets 
toxiques du Cd. Pour y répondre, nous avons étudié 1 'expression de certains gènes 
reconnus pour être impliqués dans la protection cellulaire par une technique de RT
PCR. Après avoir exposé les cellules MG-63 au Cd pendant 24h, nous avons obtenu 
une valeur de CL50 de 15,5 ± 1,1 ~-tM. Nos résultats ont également montré la présence 
de transport spécifique permettant l'entrée de Cd dans les ostéoblastes MG-63. La 
spéciation du Cd est déterminante pour son entrée. Nous avons observé une 
accumulation cellulaire sous forme de Cd2

+ et possiblement sous forme de CdCl/11
• 

L'observation d'une inhibition de 1 ' entrée de Cd par le Ca nous a mené à étudier les 
canaux calciques comme voies d'entrée du Cd. Afin de déterminer si les canaux 
calciques voltage-dépendants (VDCC) constituent une voie d'entrée du Cd dans les 
ostéoblastes humains, les cellules MG-63 ont été exposées à 0,5 ~-tM 109Cd durant 3 
minutes dans différents milieux inorganiques. Le milieu nitrate (dans lequel 80% du 
Cd total dissous est présent sous forme de Cd2+) favorise l'entrée de Cd par rapport au 
milieu chlorure (dans lequel 14% du Cd total dissous est présent sous forme de Cd2+), 
suggérant que le Cd peut pénétrer la cellule sous forme Cd2

+. Lorsque la 
concentration en potassium (K) du milieu d'exposition est augmentée afin d'activer 
les VDCC, aucune augmentation de l'entrée de Cd n'est observée. L'utilisation de 
nifédipine et de vérapamil, deux bloqueurs de VDCC, n ' a aucun effet sur l' entrée du 
Cd. Nos résultats n'indiquent donc aucune implication des VDCC dans l'entrée de 
Cd dans les ostéoblastes MG-63 . Les résultats de transport membranaires concordent 
avec les essais MTT qui montrent l'absence d 'effet de la nifédipine, du vérapamil et 
du Bay"'"K8644 sur la cytotoxicité du Cd. Les canaux TRPC ne semblent pas non plus 
être impliqués dans l' entrée de Cd tel que démontré par l' absence d' effet de la 
thapsigargine sur le transport de Cd utilisée seule ou combinée au SKF96365. Aussi , 
le SKF96365 ne semble pas modifier les résultats de MTT. L 'effet protecteur du 
2APB et de la capsazépine observé lors d 'essais MTT suggère la participation 
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respective des canaux TRPM7 et TRPM8 dans l'entrée de Cd. De plus, nous avons 
observé une différence dans la cytotoxicité du Cd (CL50 variant jusqu'à 3 fois) dans 
les lignées ostéoblastiques humaines MG-63, SaOS-2 et U20S (respectivement 16 ± 
2, 30 ± 6 et 55± 4 1-1M). Nos résultats n'indiquent aucune différence dans les niveaux 
d'accumulation de Cd entre les trois lignées. Nous proposons donc l'hypothèse 
voulant qu'il existe des différences au niveau des mécanismes de gestion du Cd 
intracellulaire. Nos résultats préliminaires obtenus par RT-PCR montrent que 
chacune des lignées expriment les ARNm de MTs et de HSP70. Il est donc possible 
que l'induction de MTs et de HSP70 diffère entre les lignées cellulaires. En 
conclusion, le Cd entre dans les ostéoblastes MG-63 de façon spécifique en 
empruntant une ou des voies calciques, dont possiblement les canaux TRPM7 et 
TRPM8. Il est possible que la cytotoxicité qui s'en suit contribue aux déséquilibres 
oméostatiques observés aux niveaux des os. 

Mots clés : cadmium, calcium, spéciation, ostéoblastes, os, cellules MG-63 , cellules 
SaOS-2, cellules U20S 



CHAPITRE 1 

1.1- SYSTÈME OSSEUX 

1.1. 1- Système osseux 

Le système osseux comprend l'ensemble des os et de leurs cartilages. Il 

assure trois grands rôles. Premièrement, sa fonction mécanique est liée à son rôle de 

support des tissus mous et de point d 'attache pour les muscles. Il joue également un 

rôle important dans la protection des organes internes vitaux et de la moelle osseuse. 

Finalement, il constitue une réserve métabolique d'ions, notamment le phosphore et 

le calcium, afin de maintenir l' homéostasie minérale (Baron, 1993). 

1. 1.2- L 'os 

L ' os est un tissu vivant complexe et dynamique. Le tissu osseux, comme 

tous les autres tissus conjonctifs, est composé de cellules disséminées entourées par 

une matrice riche en matière intercellulaire. La matrice organique représente environ 

22% de la matrice osseuse et forme l'ostéoïde ou substance préosseuse (Toppets et 

al. , 2004). La matière intercellulaire est composée majoritairement de protéines 

fibreuses structurales, soit le collagène de type I, aussi appelé collagène fibrillaire. 

Elle comprend également l' élastine, les protéines fibreuses adhérentes (fibronectine) 

et la substance interfibrillaire. La substance interfibrillaire est composée de 

glycosaminoglycans (GAG), de protéoglycans, de petites protéines telles que 

1 'ostéopontine, 1 ' ostéonectine, 1 ' ostéocalcine et les sialoprotéines osseuses, et de 

lipides en petite quantité (Toppets et al. , 2004). L ' eau occupe 9% de l ' os adulte et la 

proportion restante, soit 69%, correspond à la matière inorganique (Toppets et al. , 

2004). Les cristaux d 'hydroxyapatite [Ca1o(P04)6(0H)2] représentent 

majoritairement la matière inorganique. Ils sont alignés sur ou dans les fibres de 

collagène (Baron, 1993) ce qui confère de la dureté au tissu osseux. On trouve 

également du carbonate de calcium (CaC03) , de l'hydroxyde de magnésium 

(Mg(OH)2), du fluorure (F) et du sulfate (S0 4
2-) (Tortora et Grabowski, 2001). 
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Toute cette matrice osseuse est métaboliquement active et est renouvelée en 

permanence grâce à l'équilibre entre la résorption et la formation osseuse. Ce sont 

les ostéoclastes et les ostéoblastes qui permettent respectivement 1 'élimination des 

tissus osseux vieillissants et la formation osseuse. 

1.1. 3- Ostéoclastes et résorption osseuse 

Les ostéoclastes (klastos = brisé) sont responsables de la dégradation de la 

matrice, un processus normal de maintien et de réparation du tissu osseux. Ce sont 

des cellules géantes issues de la fusion d 'environ quatre à cinquante monocytes. 

Elles sont concentrées dans l' endoste (endon =en dedans) où elles digèrent la surface 

osseuse calcifiée sous-jacente. C ' est la bordure ondulée des ostéoclastes, formée de 

plis profonds de la membrane plasmique, qui permet l' adhésion et la fermeture 

hermétique sur la surface osseuse à résorber. Cette adhésion se fait via des récepteurs 

de type intégrine se liant à des séquences spécifiques de la matrice protéique (Baron, 

1993). Les cristaux de minéraux sont mobilisés par la digestion de leurs liens au 

collagène et aux autres protéines, et sont dissous par un environnement acide formé 

par la sécrétion de protons. Les fibres de collagène restantes sont digérées soit par 

l'activation de collagénase latente ou par l' action de cathepsines sécrétées par les 

ostéoclastes et actives à pH faible (Baron, 1993). 

1.1. 4- Ostéoblastes et formation osseuse 

Les ostéoblastes (blastos =germe) sont issus de cellules ostéogéniques (genos 

= origine) dérivées des cellules mésenchymateuses primitives. Ce sont les cellules 

responsables de la production de la matrice osseuse. Ils n 'apparaissent et ne 

fonctionnent jamais seuls; ils peuvent être environ 100 à 400 par site de formation de 

1' os. Les ostéoblastes synthétisent en continu une matrice osseuse non calcifiée 

(Baron, 1993). Ils synthétisent et sécrètent des fibres de collagène ainsi que d'autres 

constituants organiques nécessaires au développement et au maintien de l'os. Ces 

cellules sont également essentielles à 1 'amorçage de la calcification. 
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Les gènes exprimés par les cellules de la lignée ostéoblastique diffèrent tout 

au cours de l'ostéogenèse in vitro (Aubin et Liu, 1996; Marie, 1999). Lors de la 

phase de prolifération, des gènes précoces, tels que c-fos et histone H4, sont 

exprimés. Ensuite, lors de la maturation ostéoblastique, les gènes liés à la production 

de matrice tels que la phosphatase alcaline, le collagène de type l , 1 'ostéopontine, le 

«transforming growth factor-~» (TGF-~) et la fibronectine, sont exprimés par les pré

ostéoblastes. Puis, lorsque la minéralisation de la matrice est enclenchée, les 

ostéoblastes différenciés expriment des marqueurs tardifs de la différenciation, tels 

que 1 'ostéocalcine et la sialoprotéine osseuse. 

1.1. 5- Cycle de remodelage osseux 

La masse osseuse est maintenue par l' équilibre entre l'activité de résorption 

des ostéoclastes et 1 'activité de formation des ostéoblastes. Ces deux processus sont 

coordonnés et font partie du remodelage normal de 1 'os (figure 1.1 ). La 

différenciation des ostéoclastes débute le cycle de remodelage osseux. Les 

ostéoclastes matures procèdent à la résorption de la matrice. Par la suite, les 

précurseurs des ostéoblastes se différencient en pré-ostéoblastes puis en ostéoblastes 

matures. Ces derniers synthétisent une matrice qui vient combler le site de 

résorption. Vers la fin de la période de sécrétion de 1 'ostéoïde, les ostéoblastes 

peuvent devenir des cellules bordantes, entrer en apoptose ou rester pris dans la 

matrice et dériver en ostéocytes reliés entre eux par un réseau d'extensions 

cytoplasmiques très fines logées dans des canicules. 
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Figure 1.1 : Cycle de remodelage osseux. Les ostéoclastes résorbent 
la matrice osseuse. Le site de résorption est comblé par les ostéoblastes 
qui y synthétisent une matrice. Vers la fin de la période de sécrétion de 
1 'ostéoïde, les ostéoblastes deviennent des cellules bordantes, entrent 
en apoptose ou dérivent en ostéocytes. (Tirée de Marie, 2001 ). 

1.1. 6- Régulation du remodelage osseux 

4 

En plus de la production d'une matrice qui se minéralise par la suite, les 

ostéoblastes sont impliqués dans la régulation de 1 'activité ostéoclastique. Ils 

sécrètent des cytokines telles que le «macrophage colony stimulating factor » (MCS

F) aussi appelé «colony stimulating factor-1» (CSF-1) (Tanaka et al. , 1993), le 

«receptor activator of nuclear factor-KB ligand» (RANK-L) et l 'ostéoprotégérine 

(OPG), une molécule soluble (Logothetis et Lin, 2005)- La présence de MCS-F et de 

la forme soluble de RANK-L est nécessaire à la formation des ostéoclastes (voir 

revue Miyamoto et Suda, 2002). Le M-CSF stimule la prolifération et la 

différenciation des cellules précurseurs des ostéoclastes par l'intermédiaire de son 

récepteur ( c-fins) , augmente la fusion des cellules mononuclées et favorise la survie 

des ostéoclastes (Cecchini,1997). RANK-L, sous forme soluble ou présent à la 

membrane des ostéoblastes (Lacey et al., 1998), se lie au récepteur membranaire 
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famille de glycoprotéines solubles régulant différents procédés biologiques, dont la 

prolifération des ostéoblastes (Logothetis et Lin, 2005) . La deuxième catégorie 

implique les facteurs ayant un effet indirect sur les ostéoblastes, tels que la protéine 

Dickkopf (DKK), un antagoniste de Wnt qui bloque la prolifération des ostéoblastes. 

Le «vascular endothelial growth factor» (VEGF) se classe dans les deux 

catégories bien qu'il ait à la fois des effets directs et indirects: 1. Les ostéoblastes 

synthétisent le VEGF et celui-ci entraîne la différenciation ostéoblastique de façon 

autocrine/paracrine (effet direct) . De plus, le VEGF est un facteur angiogénique qui 

induit la prolifération et la migration des cellules endothéliales . L'angiogénèse 

précède et est nécessaire à la formation osseuse (effet indirect) (Zelzer et Olsen, 

2005) (figure 1.2). Tous ces facteurs modulent 1 ' activité ostéoblastique en activant 

des voies de signalisation impliquées dans la prolifération et la différenciation 

(Logothetis et Lin, 2005) . Aussi , il a été démontré que lorsque survient une charge 

dynamique sur l' os intact, le fluide contenu dans les canicules est comprimé, ce qui 

stimule les ostéocytes à produire des facteurs favorisant la formation osseuse en 

agissant sur les ostéoblastes (Conover, 1996; Mullender et al. , 2004). Ces facteurs 

anaboliques incluent 1 'oxyde nitrique, des prostaglandines et d ' autres petites 

molécules telles que I'ATP. L 'oxyde nitrique, qui inhibe la résorption et favorise la 

formation osseuse, est généré en quelques secondes dans les ostéoblastes et les 

ostéocytes suite à une charge dynamique (Bakker et al. , 2001). De plus, des études in 

vivo ont montré que la formation osseuse induite par une charge dynamique peut être 

bloquée par 1 'indométacine, un inhibiteur de prostaglandines (Forwood, 1996), et que 

les antagonistes de récepteur aux prostaglandines augmentent la formation osseuse 

(Hagino et al., 2005). 

Plusieurs facteurs hormonaux sont impliqués dans le remodelage osseux. 

L 'hormone de croissance (GH) stimule les fonctions ostéoblastiques (Slootweg, 

1993). La vitamine D est hypercalcémiante. Elle est essentielle à l ' absorption du 

calcium (Ca) dans le tube digestif et à la minéralisation osseuse pendant la croissance. 

Sous sa forme active, la 1,25 dihydroxycholécalciférol (1 ,25-DHCC ou 1,25-
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(OH)2D3) favorise l' absorption du Ca et du phosphate en proportions égales (Toppets 

et al., 2004). La sécrétion d'hormone parathyroïdienne (PTH), synthétisée par les 

glandes parathyroïdes, est associée à plusieurs mécanismes de rétro-inhibition qui 

ajustent la concentration du Ca sanguin . C ' est une hormone hypercalcémiante dont 

les fonctions principales sont d' augmenter la synthèse de 1,25-(0H)20 3 en activant la 

synthèse de 1-hydroxylase par les cellules des tubes rénaux, en réduisant l' activité de 

synthèse des ostéoblastes et en favorisant la libération d ' un facteur activateur des 

ostéoclastes par les ostéoblastes (Toppets et al. , 2004 ). La multiplication rapide des 

ostéoclastes et la diminution du volume d ' ostéoblastes permettent la dégradation de la 

matrice et la libération rapide de Ca dans le sang. À l' opposé, lorsque le taux de Ca 

dans le sang est anormalement élevé, les cellules parafolliculaires de la glande 

thyroïdes sécrètent la calcitonine. Cette hormone entraîne la formation osseuse en 

inhibant l' activité des ostéoclastes et en permettant la captation des ions Ca2
+ du sang 

et leur déposition dans l'os (Tortora et Grabowski, 2001). Il est à noter que 

l'expression de RANK-L dans les ostéoblastes est augmentée par la 1 ,25-(0H)2D3 et 

la PTH (Kitazawa et Kitazawa, 2001 ; Ma et al. , 2001). Ainsi , il semble que le 

RANK-L soit le médiateur principal de l' induction de la résorption osseuse par la 

PTH et la 1,25-(0H)2D3 (Horwood et al. , 1998). De plus, tel que démontré par 

Huang et son équipe (2003), la PTH inhibe l'expression génique de I'OPG quelque 

soit l'état de différenciation des ostéoblastes et ainsi , favorise la différenciation des 

ostéoclastes et la résorption osseuse. 

1.2- CADMIUM 

1.2.1- Propriétés chimiques et physiques 

Le cadmium (Cd), du grec kadmeia, a été découvert en 1817, par 1 'Allemand 

Friedrich Stromeyer. Il fait partie du sous-groupe liB du tableau périodique des 

éléments (tableau de Mendeleïev), tout comme le zinc (Zn) et le mercure (Hg) et son 

numéro atomique est le 48. Le Cd possède une masse atomique de 112,41, deux 
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électrons de valence sur sa dernière couche et une électronégativité de 1. 7. C'est un 

métal blanc-argent, d'état solide à 20° Celcius. Son point de fusion se situe à 320,9° 

C et son point d'ébullition à 365° C. Il existe 8 isotopes naturels stables (nombre de 

masse: 106, 108, 110, 111, 112, 113, 114, 116), 11 isotopes instables et de nombreux 

isotopes métastables. Le 109Cd (demi-vie de 453 jours) et le 11 5mCd (demi-vie de 43 

jours) sont les plus connus. 

Le Cd est un accepteur d'électrons qui peut former différents complexes dont 

le carbonate de Cd (CdC03), le chlorure de Cd (CdCh) , le sulfate de Cd (CdS04) et le 

sulfure de Cd (CdS). Il peut également se complexer avec l'oxygène (CdO). Le Cd 

peut aussi se lier avec des ligands organiques, acides aminés ou peptides, et former 

des complexes organiques. Le Cd est transporté dans la circulation sanguine par sa 

liaison aux globules rouges et aux protéines plasmatiques de haut poids moléculaire 

dont 1 'albumine (Cd-ALB) . Il peut se lier aux métallothionéines (Cd-MT) du foie et 

être emmagasiné dans le foie ou transporté aux reins via la circulation systémique 

(Goyer et Clarckson, 2001 ). 

1.2.2- Biodisponibilité et spéciation 

La biodisponibilité dépend de la composition chimique et physique des 

particules absorbées. La biodisponibilité est considérée comme la fraction de la 

totalité du contaminant disponible pour l'organisme dans le milieu d ' exposition qui 

est absorbée dans la circulation sanguine (Vig et al., 2003). La forme chimique 

(spéciation) du Cd peut jouer un rôle déterminant dans cette biodisponibilité . Une 

relation directe existe entre la quantité de Cd pouvant être liée par l'organisme et la 

quantité de Cd pouvant potentiellement causer un effet toxique (Vig et al., 2003). 

C ' est lorsque la capacité de liaison du Cd interne est dépassée que le Cd (libre) 

devient toxique. 

Dans l ' environnement, plus de 60% du Cd se retrouve lié aux composantes 

organiques du sol (Krishnamurti et Naidu, 2000). Le Cd possède deux degrés 

d ' oxydation, 0 et 2+. Il est rarement retrouvé à l'état métallique, soit au degré 
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d'oxydation 0 et la forme ionique Cd2
+ est absente dans la nature due à la forte 

attraction qu'elle exerce sur les électrons et la présence de très nombreux ligands. 

Cette forme peut cependant être temporairement disponible lors d ' échange de 

ligands. La plupart des études conduites sur la toxicité du Cd ont utilisé les sels de 

Cd (CdCh et CdS04), le Cd(CH3C00)2 et du Cd lié sous forme de complexes 

organiques (Cd-Alb et Cd-MT) (Hinkle et al. , 1987; Wilson et al. , 1996; Tchounwou 

et al. , 2001, Pham et al., 2004). 

Pour nos expériences, les milieux inorganiques dits "chlorure" et "nitrate" 

(respectivement composés de sels chlorés et de sels nitrés) sont utilisés. Le tableau 

1.1 montre les constantes de formation de complexe avec ces deux ligands ainsi que 

la spéciation du Cd dans ces deux milieux. La composition des milieux chlorure et 

nitrate est détaillée à la section Matériel et Méthodes. 

Tableau 1.1 : Constante de complexation du Cd avec divers 
ligands inorganiques et spéciation du Cd en milieux chlorure 
et nitrate à pH 7,4. 

Log de la Pourcentage 
Solution Espèce constante de du Cd total 

formation de dissous 
complexe Kc 

Cd Ct 1,98 61 ,3 

Chlorure Cd Ch 2,60 20,7 

Cd2+ - 14,0 

CdCl3. 2,40 1,9 

Cd2+ - 80,4 

Nitrate CdN03+ 0,5 Il ,7 

CdHCO/ 13 ,23 5,3 

CdS0 4 2,37 1,7 

Selon Ehsma et J umane, 200 1 . 
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1.2.3- Sources naturelles d 'émission 

Le Cd est présent dans la croûte terrestre et se retrouve souvent associé aux 

gisements de Cu et de Zn. Il est libéré dans l'environnement de façon naturelle. Il se 

retrouve dans les rivières lors de l'usure des roches cadmifères et se retrouve dans 

l' atmosphère lors de feux de forêts et d ' éruptions volcaniques (Gouvernement du 

Canada et al., 1994). 

1.2.4- Sources anthropiques d'émission 

L'industrialisation rapide, les pratiques modernes d'agriculture et les 

méthodes fautives de disposition des déchets ont fait grimper la concentration de Cd 

dans l ' environnement, pouvant causer de graves problèmes de toxicité pour tous les 

organismes vivants, incluant les humains. Depuis les cinq dernières décennies, la 

libération de Cd a atteint 22 000 tonnes annuellement à l' échelle mondiale, chiffre qui 

inclut les sources d 'émission naturelles (Singh et al. , 2003). 

Le Cd est un sous-produit de l' extraction minière du Zn, du cuivre (Cu) et du 

plomb (Pb) mis en circulation par les procédés de fonte et d'affinage des industries 

métallurgiques. De plus, il est utilisé dans les piles rechargeables Ni-Cd, dans 

certains alliages, comme pigments pour la peinture, le plastique, le verre, la 

céramique et pour ses propriétés anticorrosives (Jarüp, 2003). 

La production de fertili sants non naturels à base de phosphate est une autre 

source importante de Cd. Suite à l ' application d'engrais sur les terres agricoles, une 

partie du Cd se retrouve dans le sol (Satarug et al. , 2003). De plus, les déchets 

contenant du Cd, produits par les entreprises de fertilisants , sont rejetés dans les eaux 

de surfaces. 

1.2.5- Voies d 'exposition et mécanismes de toxicité 

Bien que plusieurs métaux soient essentiels à la santé des organismes vivants, 

le Cd ne possède aucune fonction physiologique connue et ne fait donc pas partie des 

oligo-éléments. C'est un ion métallique utilisé dans l 'industrie et considéré toxique 
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pour la population générale. Il a une demi-vie chez 1 'humain de plus de l 0 ans et 

s ' accumule dans le corps au fil du temps (Goyer, 1996) dû à l' absence de procédé 

biochimique actif pour l'éliminer efficacement (Satarug et al. , 2003). Le Cd est 

extrêmement réactif avec les groupements thiols, peut prendre la place du Zn dans 

certaines enzymes et entrer en compétition avec le Ca pour les canaux calciques et les 

protéines de liaison intracellulaire (Hinkle et al., 1987). Différentes études ont 

présenté le Cd comme étant un carcinogène de type 1 (IARC, 1993) et un tératogène . 

Une substance est classée carcinogène de type 1 lorsqu'elle a été démontrée comme 

étant cancérigène pour les humains. L ' exposition aiguë à de fortes doses peut 

entraîner des dommages à plusieurs organes tels que les poumons, le tractus gastro

intestinale, les ovaires, les testicules et les os (Goyer, 1996). 

Pour la population générale non-fumeuse, la voie orale (alimentation) 

constitue la principale source d ' exposition. Le foie, les moules, les huîtres, les 

crevettes, les langoustines, les champignons, la poudre de cacao et les algues séchées 

sont quelques-uns des aliments connus comme étant riches en Cd. Le poisson, les 

mollusques et les crustacés peuvent bioaccumuler le Cd (Satarug et al. , 2003). 

1.2. 6- Cadmium et toxicité pulmonaire 

Les poumons constituent la principale voie d'absorption du Cd chez les 

fumeurs et les travailleurs qui inhalent des poussières et des émanations contenant du 

Cd. Comme plusieurs végétaux, le tabac (Nicotiana sp.) a la propriété de concentrer 

le Cd présent dans le sol. La teneur du tabac en Cd peut varier entre 1-2 f..Lg/g de 

poids sec, ce qui correspond à un contenu 0.5-1 f..Lg/cigarette (Satarug et Moore, 

2004). Environ 10% de ce Cd est inhalé (Goyer, 1996). L 'oxyde de Cd (CdO) 

généré par la combustion du tabac est fortement biodisponible. Environ 10% de 

l' oxyde de Cd inhalé est déposé dans les tissus pulmonaires et 30-40% est absorbé 

dans la circulation systémique du fumeur (Satarug et Moore, 2004). Il semble que les 

fumeurs possèdent des niveaux de Cd sanguin et rénal respectivement de 3 à 4 fois et 

de 2 à 3 fois p lus élevés que les non-fumeurs (Satarug et Moore, 2004). 
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1.2. 7- Cadmium et toxicité rénale 

Le Cd peut se lier aux métallothionéines (Cd-MT) du foie et être transporté 

aux reins via la circulation systémique. Une fois dans les reins, les complexes Cd

MT sont emmagasinés dans les lysosomes où ils seront catabolisés. Le Cd ainsi 

libéré peut à nouveau se lier aux Mis intracellulaires ou induire de la néphrotoxicité 

(Goyer et Clarckson, 2001 ). 

Environ la moitié de la quantité de Cd accumulée dans le corps est présente 

dans les reins. De fortes expositions à long terme causent des dommages rénaux 

principalement aux cellules du tubule rénal et du glomérule (Berglund et al., 2000). 

Le Cd est responsable d'un dysfonctionnement du tubule proximal (segments S 1 et 

S2) et de dommages pouvant être caractérisés par l' augmentation de l'excrétion 

urinaire de glucose, d 'acides aminés et de Ca suite à une capacité affaiblie de 

réabsorption (Goyer, 1996). 

1.2.8- Effets indirects du cadmium sur le métabolisme osseux 

Le cas le plus connu de l ' effet toxique du Cd sur la santé osseuse est celui de 

la maladie ltaï-ita1' qui a fait son apparition vers 1912, au Japon , suite à la 

contamination d 'une zone de 1500 hectares le long de la rivière Jinzu (ICETT, 1998). 

Les fermiers de la région faisaient usage de 1 'eau provenant de la rivière afin 

d ' irriguer leurs rizières. L'ICETT (1998) rapporte que le Cd origine des «décharges 

en amont de la rivière Jinzu, provenant des activités commerciales de la Kamioka 

Mining Co. , Ltd, à leurs mines de Kamioka». Ce faisant, le Cd s ' est concentré dans 

le riz, principal aliment des habitants de la région. Le rapport menti01me également 

que les femmes ont été les plus affectées, souffrant de douleurs chroniques aux os, 

d'où l'origine du nom Itaï-itaï byo (maladie «aie-aie»). Dû au fait que la maladie 

était considérée comme endémique, de franches recherches visant à en expliquer les 

causes n'ont été entamées que vers 1950. Ce n' est qu ' en 1968 que le Ministère de la 

Santé et du Bien-être au Japon annonce que «la maladie Itaï-itaï est causée par une 

intoxication chronique au Cd». Cette maladie «porte atteinte premièrement aux 
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fonctions rénales et cause progressivement de l ' ostéomalacie. Les victimes souffrent 

de déficience en Ca, comme dans les cas de malnutrition, de vieillissement, de 

déficience hormonale et d'allaitement déficient. 

Le Cd étant principalement accumulé dans les rems (demi-vie ~ 30 ans) 

(Berglund et al. , 2000), plusieurs mécanismes ont été suggérés afin d ' expliquer les 

effets indirects du Cd sur le remodelage osseux (figure 1.3). Buchet et ses collègues 

(1990) ont observé que lorsque la concentration critique de Cd est atteinte, un 

dysfonctiom1ement du tubule proximal survient, caractérisé par une protéinurie de 

faible poids moléculaire. De plus, l'augmentation de l ' excrétion du Ca observée 

suggère une altération dans le métabolisme du Ca (Jarup et al., 1998). Nogawa et al. 

(1987) ont observé que le taux sérique de vitamine 1 ,25-(0H)2D3 est plus bas chez les 

patients atteints de la maladie ltaï-itaï ou exposés au Cd et présentant des dommages 

rénaux. De plus, une augmentation des concentrations sériques de PTH et de B2-

microglobuline a été observée. Cette étude suggère que le Cd entraîne des dommages 

aux reins et que cette néphrotoxicité est responsable d'effets indirects aux os via une 

altération du métabolisme de la vitamine D et de la PTH. Ces effets indirects se 

manifestent par des douleurs aux os, de l' ostéoporose (amincissement et fragilisation 

des os; figure 1.4) et/ou de 1' ostéomalacie (os "mou" qui résulte d'une insuffisance de 

minéralisation de la substance ostéoïde) (Goyer et Clarkson, 2001 ). Ces 

modifications osseuses sont également reliées à la perte urinaire de Ca (Goyer et 

Clarkson, 2001) observée à des niveaux subtils de dysfonctionnement tubulaire, soit 

sans modification au niveau de la vitamine D et de la PTH (Buchet et al. , 1990; Jarup 

et al., 1998). De plus, en Suède, chez des travailleurs d 'une usine fabriquant des 

piles, une relation quantitative a été clairement démontrée entre 1 ' excrétion urinaire 

de Cd et de protéine HC (alpha-1-microglobuline), un marqueur de 

dysfonctionnement tubulaire rénal (Jarup et al. , 1995, 1998), et l' exposition au Cd. 

Les hommes affichant des signes de protéinurie avaient également une plus faible 

densité osseuse. 
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Figure 1.3 : Effets indirects du Cd sur les os résultant d'un 
dysfonctionnement tubulaire rénal. Lorsque la concentration cri tique 
de Cd rénale es t atteinte, un dysfoncti onnement du tubule prox imal 
survient, caractérisé par une protéinur ie de fa ible poids moléculaire. 
L'augmentation de l'excrétion du calcium (Ca) est observée ce qui 
suggère une altération dans le métabolisme du Ca. La PTH entraîne la 
hausse du ni veau de Ca plasmatique par la stimulation de la résorption 
osseuse, la réabsorption tubulaire rénale et la synthèse de vitamine D 
active dans le rein . En même temps, la PTH fa it diminuer la 
concentration de phosphate (P0 4) plasmatique par l'inhibi tion de sa 
réabsorption tubulaire. L 'activation normale de la vitamine D sous fonne 
1 ,25(0Hh-D3 dans le rein peut être rédui te et conduire à une diminution 
de l ' absorption de Ca par l ' intestin , affectant ainsi la minéra li sation 
osseuse (tirée de Berglund et al., 2000). 

Figure 1.4. Ostéoporose : Amincissement et fragilisation de l'os. À 
gauche, la substance osseuse normale. À droite, la substance osseuse 
d 'une personne atteinte d'ostéoporose. 

14 
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1.2.9- Effets directs du cadmium sur le métabolisme osseux 

Les effets indirects du Cd sur les os via une atteinte rénale sont bien 

documentés. Cependant, des rats exposés à de faibles concentrations de Cd 

présentent des dommages aux os bien avant que des signes de dysfonctiotmement 

rénal soient observés (Oh ta et al., 2000). Malgré ces observations, peu 

d ' informations sont disponibles sur le mécanisme d 'action directe du Cd, soit au 

niveau cellulaire, sur le métabolisme osseux. 

Wilson et ses collègues (1996) ont étudié 1 'effet du Cd sur la formation et 

l'activité des ostéoclastes in vitro. Leurs résultats démontrent que le Cd (10-100 nM) 

accélère la différenciation de nouveaux ostéoclastes à partir de cellules progénitrices 

et active ou augmente 1' activité des ostéoclastes matures. De plus, les études de 

Miyahara et al. (1992), conduites sur des cultures d 'os pariétal de souris nouveau-nés, 

ont démontré que le Cd (0,5 J.!M) stimule la résorption osseuse par les ostéoclastes en 

réponse à la prostaglandine E2 (PGE2), un médiateur de la réponse inflammatoire 

synthétisé par les ostéoblastes. Également, il a été montré que 1 'administration de 

doses en deçà de 30 J.!M de Cd dans la moelle osseuse inhibe la différenciation des 

ostéoblastes de rat et de souris par un effet direct. Cette inhibition se traduit, dans les 

cellules de la moelle osseuse, par la baisse du contenu en Ca, en phosphore et du 

contenu en «vitamin K-dependent Gla-containing proteim>, protéine reliée à la 

minéralisation, ainsi qu'à une diminution de l' activité phosphatase alcaline (Dohi et 

al., 1993). 

1.3- VOIES D'ENTRÉE DU CADMIUM 

1. 3.1-Transport du cadmium dans les cellules 

Il existe très peu d ' informations sur les voies d 'entrée et la façon dont le Cd 

peut gagner l'intérieur des cellules. Différentes hypothèses ont été proposées (voir 

revue Zalups et Ahmad, 2003) et une de ces hypothèses stipule que le Cd peut fom1er 

des liaisons avec les groupements thiol de protéines de faible poids moléculaire ou 
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d'acide aminé, par exemple avec le GSH ou la cystéine. Les conjugués obtenus 

imitent ou servent d'homologues moléculaires sur les sites de protéines de transport 

spécifiques, impliquées normalement dans le transport d'acides aminés, 

d'oligopeptides, d'anions ou de cations organiques ou d'autres molécules importantes 

pour le maintien de 1 'homéostasie. Une autre hypothèse avance que le Cd sous 

forme ionique pourrait entrer dans certains épithéliums par endocytose de protéines 

contenant du Cd. Cependant, l'hypothèse qui s'approche le plus de nos intérêts est 

celle qui propose que l'entrée sélective du Cd dans la cellule implique, du moins en 

partie, qu'il interagisse et entre en compétition avec d'autres éléments essentiels (ex. : 

Ca, Fe, Zn) pour des sites de liaisons sur des protéines membranaires, probablement 

par mimétisme. 

Ici, le mimétisme ionique ou l'homologie réfère aux situations où la forme 

ionique divalente du Cd (Cd2+) peut servir comme un homologue fonctionnel de la 

forme ionique divalente d' autres éléments transportés par des protéines spécifiques. 

Ainsi, en tenant compte du fait que le Cd et le Ca possèdent un rayon atomique 

similaire (0,99 et 0,97 Angstrôm) et qu'il a été démontré que le Cd2
+ inhibe 

significativement 1 ' entrée de Ca2
+ par les canaux calciques dans les cellules 

excitables (Lansman et al. , 1986; Taylor, 1988), le Cd2
+ peut être vu comme faisant 

du mimétisme ionique ou en tant qu'homologue du Ca2
+ pour certains types de 

canaux calciques. 

1.3.2- Implication des systèmes de transport du calcium, du fer et du zinc dans 
le transport de Cd 

Avant d'exercer un effet toxique sur les ostéoblastes, le Cd doit entrer dans la 

cellule, et ce, par un mécanisme qui n ' est pas encore élucidé. Une des hypothèses 

suggérées dans ce projet, basée sur les observations faites sur des cellules 

hypophysaires par Hinkle et son équipe (1987), est que le Cd emprunterait les canaux 

calciques voltage-dépendants (VDCC) pour pénétrer les ostéoblastes. En effet, il 
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semble qu'il y ait interférence dans le transport de Ca en présence de Cd dans une 

variété de cellules dont la lignée hépatique fœtale humaine WRL-68 (Souza et al. , 

1996) et la lignée PC12 provenant d'un phéochromocytome de rat (tumeur de la 

médullosurrénale) (Hinkle et Osborne, 1993; Shafer,1998). D ' autres voies d'entrée 

du Ca, i.e. certains canaux appartenant à la superfamille TRP («transient receptor 

potential»), sont également explorés dans ce projet comme potentiellement impliqués 

dans le transport du Cd. 

D ' autres études ont mentionné des transporteurs potentiels de Cd qUJ 

n ' impliquent pas des voies calciques. Ces transporteurs ne sont pas explorés dans ce 

projet, mais nous croyons important de les mentionner. Des recherches faites sur des 

cellules entérocytaires font état du transporteur de métaux NRAMP2, aussi appelé 

DMTl , comme étant impliqué dans l' absorption intestinale de Cd2
+ (Elisma et 

Jumarie, 2001; Tallkvist et al. , 2001). Palmiter et Findley (1995) ont également 

identifié un transporteur de Zn, ZNTl , dans la membrane basolatérale des entérocytes 

sans pour autant le suggérer comme étant impliqué dans le transport de Cd. 

Finalement, Cragg et son équipe (2001) ont suggéré qu ' un autre transporteur de Zn, 

ZTLl , situé à la membrane luminale des entérocytes, serait impliqué dans l' influx de 

Cd2+. 

1.3.3- Canaux calciques voltage-dépendants 

Le Ca agit comme un second messager impliqué dans de nombreuses 

fonctions cellulaires (Berridge et al. , 2000). Les VDCC, aussi appelés VOCC 

(voltage-operated calcium channel) et VSCC (voltage-sensitive calcium channel), 

permettent 1' entrée de Ca dans les cellules en réponse à la dépolarisation 

membranaire. Ils ont été décrits dans le cerveau, le cœur et les muscles squelettiques 

où ils sont présents en grandes quantités (Ahlijanian et al., 1990 ; Catterall, 1995). 

Plusieurs sous-types de VDCC, soit L, N, P, Q, R et T, ont été identifiés (Catterall, 

2000). Les VDCC sont généralement caractérisés par une activation dépendante de la 

dépolarisation membranaire, une perméabilité sélective pour le Ca2
+ en tant qu'ion 
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physiologique et sont modulés par les protéines G, la calmoduline, les seconds 

messagers diffusibles et les protéines kinases (Tsien et Tsien, 1990 ; Catterall, 1995). 

Dans une étude utilisant la lignée cellulaire hypophysaire G~C 1 , Hinkle et al. 

(1987) décrivent deux types (L et T) de VDCC comme étant responsables de 1 'entrée 

de Cd en réponse à la dépolarisation membranaire. Les VDCC de type L possèdent 

une inactivation lente et se distinguent par un seuil d'excitation élevé, une forte 

conduction (propagation) et une sensibilité à des substances antagonistes appartenant 

aux dihydropyridines. L'autre classe de VDCC, soit le type T, est caractérisée par un 

seuil d'excitation plus faible, une inactivation rapide et une insensibilité relative aux 

dihydropyridines. 

Les résultats de Hinkle et al. (1987) démontrent que les différentes classes 

d'antagonistes des VDCC (dihydropyridines tel le nifédipine, phenylalkylamines tel 

le vérapamil et benzothiazepines tel le diltiazem) utilisées ont un effet protecteur sur 

les cellules en diminuant l'entrée du Cd. L'utilisation de ces bloqueurs a pour effet 

d'augmenter la CL50 (concentration létale pour 50% des cellules exposées) du Cd. 

De façon contraire, 1 'utilisation de Bay K8644, un agonis te des VDCC de type L, fait 

diminuer la CL50 observée. Ainsi, ces résultats suggèrent que les VDCC permettent 

l'entrée du Cd dans les cellules hypophysaires et seraient donc majoritairement 

responsables de son effet cytotoxique. De plus, le type L constituerait la voie 

majeure d'entrée du Cd dans les cellules GH4C 1. Bien que le flux de Cd entrant par 

les VDCC soit extrêmement faible comparativement à celui du Ca (1 % du flux de 

Ca), cela semble suffisant pour permettre l'entrée d 'une dose toxique (Hinkle et al. , 

1987). Observation intéressante, selon ces mêmes auteurs, le Ca interfère avec 

l'accumulation de Cd puisqu'un milieu avec une forte concentration en ions calciques 

protège contre la toxicité cellulaire du Cd. De plus, dans des cultures primaires 

d 'hépatocytes de rat, l ' inhibition, à l'aide de vérapamil, de l ' entrée de Ca induite par 

la progestérone entraîne une diminution de la toxicité du Cd (Baker et al., 2003). 

Ces deux types de canaux (L et T) ont également été identifiés dans les 

ostéoblastes de rats (Gu et al., 1999), de souris (Hattori et al., 200 1) et dans des 
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cellules humaines du mésenchyme en différenciation ostéogénique (Zahanich et al., 

2005). De plus, la caractérisation du transport de Cd dans des fibroblastes a mené à 

l ' identification d 'un canal calcique voltage-dépendant de type T, le Cacna1G comme 

étant potentiellement impliqué dans 1 'entrée de Cd2
+ (Les lie et al., 2002). Barry 

(2000) a démontré la présence d' ARNm de VDCC de type L, entre autre, dans des 

lignées ostéoblastiques humaines, dont les MG-63 et les SaOS-2, des modèles utilisés 

dans ce projet. 

Cependant, au potentiel de repos des cellules, en conditions basales, les 

VDCC seraient principalement fermés lorsque la membrane n 'est pas dépolarisée. Ils 

ne peuvent donc être considérés comme impliqués dans 1 ' influx basal de Cd. Ainsi , il 

a été démontré que la PTH, dont le rôle est d 'augmenter la réabsorption rénale de Ca, 

stimule 1 'entrée de Cd dans la lignée de cellules rénales MDCK (Fianagan et 

Friedman, 1991 ). Dans des cellules du tubule contourné distal , il a été observé que 

l'entrée basale de Cd n'est pas modifiée par la présence de bloqueurs de VDCC, alors 

que l'entrée de Cd stimulée par la PTH est inhibée par ces mêmes bloqueurs 

(Friedman et Gesek, 1994). De plus, la perméabilité du Cd au travers des canaux de 

type L a été rapportée comme étant extrêmement faible comparativement à celle du 

Ca (Tsien et al., 1987) et le Cd est habituellement connu comme un bloqueur de 

canaux calciques. Ainsi , nous croyons que les VDCC en conditions basales ne 

seraient pas responsables de l ' influx cellulaire de Cd, quoique, lors d'une 

dépolarisation membranaire, ils pourraient contribuer en proportion limitée à 

augmenter l'influx de Cd. 

1.3.4- Canaux TRP 

Considérant qu ' il semble qu'une interférence pour le transport existe entre le 

Cd et le Ca dans une variété de cellules, les canaux TRP («transient receptor 

potential»), des canaux transportant le Ca, pourraient constituer des voies d ' entrée du 

Cd. 
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Tous les TRP contiennent six domaines transmembranaires et s'assemblent en 

homo- ou en hétéro-tétramères pour former des canaux ioniques. Les TRP sont des 

canaux cationiques, bien que leur sélectivité pour différents cations monovalents ou 

divalents varie énormément entre les isoformes (Pedersen et al. , 2005). La plupart 

sont perméables au Ca2
+ et quelques-uns au magnésium (Ml~). Ils sont en partie 

responsables de la variation de la concentration intracellulaire de Ca. 

La superfamille des canaux TRP est divisée en sept sous-classes selon 

l'homologie de leurs séquences en acides aminés : TRPC («Canonical»), TRPM 

(«Melastatin»), TRPV («Vanilloid»), TRPA («Ankyrin»), TRPP («Polycystin»), 

TRPML («Muculipim>) et TRPN («no mechanoreceptor potential C, ou NOMPC) 

(Monteil et al. , 2002; Moran et al. , 2004). Les canaux TRPC contiennent 7 membres 

(TRPC 1-7) exprimés à divers degrés dans différentes cellules (Vennekens et al. , 

2002). Les sous-familles TRPM et TRPV regroupent respectivement huit et six 

différents canaux (TRPMl-8 et TRPVl-6) . La sous- famille TRPML comprend 3 

membres alors que celle des TRPP en compte trois «channel-like» et cinq «non

channel» (Pedersen et al., 2005). Ces deux sous-familles ne sont pas encore bien 

connues. La sous-famille TRP A ne possèdent qu'un membre présent chez les 

mammifères (TRPl) et finalement, la sous famille TRPN n'a été détectée jusqu'à 

présent que chez le nématode (Caenorhabditis elegans), la drosophyle (Drosophila 

sp.) et le poisson zèbre (Danio rerio) (Pedersen et al. , 2005). 

Les résultats obtenus à notre laboratoire à l'aide de la technique RT-PCR 

démontrent que: i) les TRPM 3, 6, 7 et 8 sont exprimés par les lignées ostéoblastiques 

humaines MG-63 , U20S et SaOS-2; ii) les TRPC 1, 3, 4 et 6 sont exprimés par les 

lignées MG-63 et SaOS-2, quoique les TRPC6 n'affichent qu 'un très faible signal ; 

iii) les TRPCI et 3 sont exprimés par la lignée U20S. De plus, les TRPCl , 3 et 4 

ont été identifiés par la technique de transfert de type Western (immunobuvardage) 

pour la lignée MG-63 (Moreau et al., données non publiées). Également, Monteilh

Zoller et son équipe (2003) ont démontré que les canaux TRPM7, bien qu'ils soient 

responsables du maintien de l'homéostasie intracellulaire de Mg2
+, ne fournissent pas 
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seulement une voie d'entrée cellulaire pour le Ca2
+ et le Mg2

+, mats sont ausst 

responsables de 1 'influx d'ions métalliques divalents dont le Cd2
+ selon cette 

' d ' b·1· ' d' . Z 2+ N· 2+ B 2+ C 2+ M ?+ M 2+ S 2+ sequence e permea 1 rte ecrmssante : n - 1 >> a > o > g- > n > r 

>Cd2+ >Ca2+ . 

C 2+ a . 

En général, les TRPC sont des canaux cationiques non-sélectifs perméables au 

Les mécanismes ROC («receptor-operated Ca2
+ entry») et SOC («stored-

operated Ca2
+ entry») ont tous deux été proposés pour tous les membres appartenant 

aux TRPC (Pedersen et al., 2005). Le mécanisme ROC est le suivant : la PLC 

(phospholipase C), activée par des récepteurs couplés à la protéine G ou des 

récepteurs à activité tyrosine kinase, produit du DAG (diacylglycérol) qui active 

directement les canaux TRP et de I'IP3 (inositol 1,4,5-triphosphate) qui induit la 

libération de Ca2
+ des réserves intracellulaires du RE (réticulum endoplasmique) vers 

le cytoplasme ce qui active à son tour les canaux TRP par des facteurs qui ne sont pas 

encore connus (Pedersen et al. , 2005 ; Ramsey et al., 2006). Bien que les mécanismes 

ROC et SOC impliquent tous les deux la déplétion des réserves de Ca2
+, la production 

de DAG ne fait pas partie du mécanisme SOC (Pedersen et al. , 2005). Les canaux 

TRPC sont largement exprimés et un seul type cellulaire contient généralement 

plusieurs TRPC (Monteil et al. , 2002). Récemment, l'expression des canaux TRPC3 

a été rapportée dans les ostéoblastes de rat (Bal di et al., 2003 ). 

1.3.5- Transporteur NRAMP2 

NRAMP2 (<maturai resistance-associated macrophage protein 2») est une 

glycoprotéine appartenant à une petite famille de transporteurs de fer intégrés à la 

membrane, exprimés dans la plupart des tissus et pouvant, grâce à leur large 

sélectivité, transporter plusieurs autres métaux (Gruenheid et al. , 1995). NRAMP2, 

aussi appelé DMTl («divalent metal transporter») qui est l'homologue humain de 

DCTl («divalent cation transporter») chez le rat, joue un rôle vital dans le 

métabolisme du fer. En plus d'être exprimé dans les entérocytes, ce transporteur est 
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exprimé dans les hépatocytes et par une variété de cellules de 1' épithélium tubulaire 

du rein. Il est aussi exprimé dans les poumons, le cœur, le cerveau et les testicules 

(Gunshin et al., 1997). NRAMP2 est en fait un co-transporteur Fe2+ :H+, reconnu 

comme étant fonctionnel en présence d 'un gradient de protons seulement. Il est à 

noter que l'implication de ce cotransporteur dans le transport intestinal du Cd sous 

forme ionique (Cd2+) a été démontrée (Elisma et Jumarie, 2001; Tallkvist et al., 2001; 

Bannon et al., 2003; Okubo et al., 2003; Ryu et al. , 2004). Son implication 

physiologique est pertinente sachant que le pH intestinal luminal est de l'ordre de 6-

6,5. 

1.3.6- Concentration létale moyenne dans différents types cellulaires 

Le Cd ne possède aucune fonction physiologique connue à ce jour. Bien que 

sa toxicité ait été étudiée dans plusieurs types cellulaires, à notre connaissance, 

aucune étude n'a caractérisée la CL50 du Cd pour les ostéoblastes. Dehn et al. (2004) 

ont obtenu une CL5o de 6,2 )lM pour la lignée d'hépatocytes HepG2 après 24 heures 

mesurée à l'aide de l'essai MTT. Pour la même lignée et à l'aide du même essai, 

Tchounwou et al. (200 1) ont obtenu une CL50 plus élevée de 6,1 ± 0,8 )lg/ml après 48 

heures, ce qui équivaut à 33,3 ± 4,4 )lM considérant le poids moléculaire de 183,32 

g/ml du CdClz qui est la forme généralement utilisée. L'essai «neutra! red» réalisé 

sur la lignée de cellules épithéliales intestinales I-407 a permis à Keogh et son équipe 

(1994) d'obtenir une CL50 de 53 )lM après 48 heures d'exposition au Cd. La mesure 

de protéine des cellules adhérentes effectuée sur la lignée hypophysaires GH4C 1 a 

permis d'obtenir une CL50 de 15 )lM après 72 heures d'exposition (Hinkle et al. , 

1987). Par un essai utilisant le réactif d'Owen pour déterminer la quantité de 

formazan produite par des cellules épithéliales hépatiques de rat (TRL 1215), Qu et 

ses collègues (2005) sont arrivés à une CL50 de 3,5 ± 0,4 )lM après 24 heures 

d 'exposition. Sauer et son équipe (1997) ont obtenu, à partir d 'une culture primaire 

d'hépatocyte de rat, une CL50 de 1,1 ± 0,1 )lM après 18 heures d'exposition, par la 
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méthode LDH relâchée («lactate dehydrogenase leakage»). Ainsi, pour l'ensemble 

de ces mesures portant sur des expositions de 18 à 72 heures, les valeurs de CL50 

varient de 1 à 33 IJ.M. Seule la lignée I-407 semble être étonnamment résistante au 

Cd avec une CL50 évaluée à 53 IJ.M. 

1.4- MÉCANISMES DE PROTECTION CELLULAIRE CONTRE LA TOX ICITÉ DU CADMIUM 

1. 4.1- Aperçu général des mécanismes de protection 

Plusieurs mécanismes de défense contre les agents toxiques sont retrouvés au 

sein de la cellule. Contre la toxicité du Cd, trois principales stratégies sont bien 

documentées. La présence et l'induction de l ' expression des métallothionéines 

(MTs) en tant que protéines de liaison aux métaux constituent l 'une de ces stratégies. 

Également, l'induction de l 'expression du groupe des protéines HSP70 est reconnue 

comme un mécanisme de défense cellulaire contre différents contaminants. 

Finalement, le glutathion intervient en formant des conjugués avec le Cd par le biais 

de son groupement thiol. 

1.4.2- Métallothionéines 

D'après Eaton et Klaassen (1996), le Cd est bien connu pour produire une 

tolérance dispositionnelle acquise. La tolérance acquise est l'état caractérisé par la 

diminution de la réponse à un effet toxique d'une substance suite à une exposition 

primaire à cette substance ou à une substance de structure similaire. La tolérance 

dispositionnelle conduit à la diminution de la quantité de la substance toxique qui 

rejoint le site où 1 ' effet toxique est produit. Ce mécanisme de tolérance au Cd est lié 

à la synthèse de MTs. Ainsi , la liaison du Cd aux MTs provoque la diminution de sa 

toxicité. 
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Figure 1.5. Structure de la métallothionéine. En vert, sept ions Cd. En rose, cystéines. En jaune, 
autres acides aminées de la protéine. Le domaine~ (en haut de la figure) et le domaine a (en bas) sont 
reliés entre eux par un enchaînement flexible de deux résidus lysine centraux. 

Les MTs, découvertes en 1957 (Margoshes et Vallee), sont une famille de 

protéines de très faible poids moléculaire (environ 6000 Da) qui occupent diverses 

fonctions dont le maintien de 1 'homéostasie de métaux essentiels et la protection 

contre la toxicité de nombreux métaux. Cette apoprotéine possède deux domaines (a 

et p) reliés entre eux par un enchaînement flexible de deux résidus lysine centraux 

(figure 1.5). Les MTs contiennent de 18 à 23 résidus cystéine et aucun acide aminé 

aromatique ou histidine (Coy le et al., 2002). Elles sont riches en cystéines (ligand 

thiol), ce qui leur confère une très grande affinité de liaison pour les métaux lourds, 

principalement le Zn, le Cu et le Cd. Dans le cas du Cd, sept ions par molécule de 

MT peuvent être liés. Cette liaison rend le métal inacti f biologiquement. 

Conséquemment, la portion toxique du métal est équivalente à sa portion non liée. 

Ainsi, les cellules ayant un niveau nul de MT sont plus susceptibles à la toxicité 

induite par des produits chimiques (Zheng et al., 1996). Des études faites sur des 

souris MT knock-out ont également montré une plus grande sensibilité à 

l'hépatotoxicité et la létalité induite par des expositions aiguës au Cd. 

In vivo de même qu'in vitro, l'induction de MTs observée après une première 

exposition au Cd protège contre des expositions subséquentes à des doses plus 
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élevées (mécanisme de tolérance) (Goldstein et Schnellmann, 1996). Ainsi , il a été 

montré dans plusieurs types de cellules résistantes au Cd qu 'une augmentation de 

l ' expression des gènes codant pour les MTs survient suite à une exposition au Cd 

bien qu'elles possèdent déjà toutes des niveaux élevés de MTs (Michalska et Choo, 

1993 ; Masters et al. , 1994; Liu et al. , 1995 ; Klaassen et Liu, 1998; Coyle et al. , 

2000, Beattie et al. , 2005). La régulation de la synthèse des MTs se fait au niveau 

transcriptionnel (Amiard et Cosson, 1997). 

La transcription des gènes codant pour les MTs est activée par le facteur-! de 

transcription en réponse aux métaux (MTF-1 ). La protéine MTF-1 se lie, via ses 

doigts de Zn, en position cis d'une courte séquence d ' ADN appelée élément de 

réponse aux métaux (MRE) et présente dans la région du promoteur des gènes visés 

(MTs) (Stuart et al. , 1984). L ' expression des MTs peut être induite par des 

concentrations faibles et non toxiques de métal et d'autres stimuli tels que le stress 

oxydatif, l ' hypoxie ou les radiations ionisantes (Kuwahara et al., 2002). Les animaux 

préalablement exposés au Cd ont des concentrations mesurables de MTs dans la 

circulation (Amiard et Cosson, 1997). Bien que le foie soit 1 'organe qui possède la 

plus grande capacité d ' induction de MTs, d 'autres organes peuvent aussi les 

surexpnmer. Kimura et ses collègues ( 1998) ont observé que, chez des rats exposés 

au Cd, la plupart du Cd présent dans les reins était lié aux MTs, alors que seulement 

20% du Cd présent dans les os était lié aux MTs. Des protéines s ' apparentant au 

MTs étaient induites dans les os de rats traités au Cd, mais le contenu en cystéine de 

ces protéines était plus faible que celui retrouvé dans les MTs du foie (Kono et al. , 

1981 ). Cependant, Oda et son équipe (200 1) ont clairement démontré la présence de 

MTs (MT-I et MT-II) dans le cytoplasme et le noyau de cellules osseuses de rat. 

1.4.3- HSP70 

Le groupe protéinique de haut poids moléculaire HSP70 («Heat-shock 

proteins»; 70 kDa) appartient à la famille des protéines de stress qui sont induites 

suite à différents états pathophysiologiques tels qu'un choc thermique, un stress 
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oxydatif, une intoxication, une exposition aux métaux lourds et un traumatisme 

tissulaire. L'expression de toutes les classes de HSP inductibles se fait sous le 

contrôle transcriptionnel du «Heat-shock factor 1» (HSFl). HSFl est un facteur de 

transcription exprimé de façon constitutive sous forme de monomère dans le 

cytoplasme des cellules humaines. Il s'homotrimérise en réponse au stress pour 

pouvoir se lier à l' ADN (Wu, 1995). Il se lie à un site du promoteur connu sous le 

nom de «Heat-shock element» (HSE) (Pelham, 1982). Cependant, la liaison de HSF 1 

à 1' ADN est insuffisante pour induire la transcription. La transcription complète 

requière l' hyperphosphorylation de HSF1 (Holmberg et al., 2001). 

Les membres de la famille HSP70, aussi présents chez les bactéries, siègent 

dans le cytosol et les organites des cellules eucaryotes. La distribution individuelle 

des protéines de stress varie entre les différents types cellulaires (Georing et al., 

2000). L ' induction des HSP70 pour les cellules ostéoblastiques MG-63 a été 

démontrée par 1 'utilisation de chocs thermiques (Li et al. , 1999). De plus, quelques 

études ont démontré que l'exposition au Cd entraîne une augmentation de 

l' expression cellulaire de HSP70 dans les hépatocytes (Souza et al. , 2004; Farzaneh 

et al. , 2005; Urani et al., 2005). Il semble que ces protéines, en tant que chaperons 

moléculaires, jouent un rôle important dans le maintien de la structure normale des 

protéines et/ou dans la dégradation de protéines endommagées, et donc procurent un 

mécanisme de défense contre la toxicité et/ou facilitent le rétablissement et la 

réparation (Goldstein et Schnellmann, 1996) et permettent d'éviter l'apoptose 

cellulaire. 

1.4.4- Glutathion 

Le système GSH est probablement le mécanisme de défense cellulaire contre 

le stress oxydatif le plus important qui existe dans la cellule. Le glutathion est un 

tripeptide formé d'acide glutamique, de cystéine et de glycine (y-Glu-Cys-Gly) qui 

n'agit pas seulement comme un éboueur d'espèces réactives de l'oxygène («ROS 
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scavengem), mais possède aussi des fonctions dans la régulation du statut redox 

intracellulaire (Curtin et al., 2002). Ce système comprend le glutathion sous forme 

réduite (GSH) et sous forme oxydée (GSSG), la glutathion peroxydase et la 

glutathion réductase. En conditions normales, plus de 95% du GSH intracellulaire est 

sous fom1e réduite (Curtin et al., 2002). Ainsi , sa déplétion entraîne la diminution de 

la capacité réductrice de la cellule ce qui peut résulter en 1 ' induction de stress 

oxydatif sans 1 ' intervention de ROS exogènes (Fernandes et Cotter, 1994). Le GSH 

est aussi considéré comme faisant partie d 'un mécanisme général de détoxication des 

substances toxiques électrophiles par la conjugaison directe avec le glutathion ou 

avec 1 'aide de la glutathion-S-transférase (Ketterer, 1988). Le glutathion seul réagit 

avec plusieurs ions métalliques dont le Cd2
+ et permet la détoxication des cellules 

(Gregus et Klaassen, 1996). À notre connaissance, il n'existe pas d'information 

quant à l' implication du GSH dans la protection contre la toxicité du Cd au niveau 

des cellules ostéoblastiques. Ning et Grant (2000) ont cependant observé que la 

glutathion réductase joue un rôle important dans la régénération du GSH après 

réduction du chrome (Cr VI) ainsi que dans la diminution de sa toxicité pour les 

ostéoblastes. 

1.4.5- Autres mécanismes de protection 

À part les MTs, les HSP70 et le glutathion, d' autres mécanismes pouvant être 

plus ou moins présents dans chacune des lignées cellulaires utilisées dans ce projet 

pourraient faire varier la toxicité du Cd. Il s' agit de la protéine rétinoblastome (pRb ), 

de p53 et des calbindines 28K et 9K. 

La pRb fonctionne comme un coactivateur direct de transcription qui entraîne 

la différenciation des ostéoblastes (Thomas et al. , 2001 ). La pRb joue un rôle majeur 

dans le contrôle de la transition de la phase G 1 à la phase S du cycle cellulaire en 

régulant de manière répressive les facteurs de transcription E2F (Chellappan, 1991 ). 

Cette protéine agit en tant que suppresseur de tumeur et la voie de régulation du cycle 
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cellulaire dont elle fait partie est inactivée dans la plupart des cancers humains 

(Weinberg, 1995). 

Quant à p53 , il s ' agit d'une protéine nucléaire d' un gène suppresseur de 

tumeur (Levi ne et al. , 1991 ). Elle contrôle le cycle cellulaire dans la phase G liS 

(Smit et al. , 1996). Normalement, quand un dommage à 1 'ADN est détecté, p53 

provoque 1 'arrêt du cycle cellulaire en phase G 1 (Harris et Hollstein, 1993). 

Finalement, les calbindines-D28KJ9K («calcium binding» ou calbindine) sont 

des protéines de liaison qui facilitent la diffusion cytosolique du Ca2
+ qui entre dans 

la cellule (Hoenderop et al. , 2004). Il a été démontré que la calbindine2sK possède 

des propriétés anti-apoptotiques attribuées à sa capacité de chélation du Ca, le Ca 

jouant un rôle dans les phases apoptotiques d' initiation et de dégradation (McConkey 

et Orrenius, 1996; Macho et al. , 1997). 

1.5- MODELES CELLULAIRES UTILISES 

Puisque les différents modèles ostéoblastiques humains possèdent des 

caractéristiques physiologiques différentes, il est intéressant de comparer nos résultats 

sur plus d'une lignée cellulaire. Les lignées ostéoblastiques utilisées dans ce projet 

(MG-63, U20S et SaOS-2) diffèrent entre elles par leurs phénotypes, c' est-à-dire par 

leur niveau de maturité ostéob1astique et leur profil d' expression de la pRb, de p53 et 

possiblement des calbindines-D28KJ9K . Les lignées MG-63 et U20S sont des 

préostéoblastes (Hattar et al., 2002). Elles possèdent une différenciation incomplète 

et donc des niveaux de phosphatase alcaline faibles. La lignée SaOS-2 est constituée 

d'ostéoblastes matures et possède une activité phosphatase alcaline élevée (Murray et 

al., 1987). Rb est exprimée dans les cellules MG-63 et U20S seulement (De Blasio 

et al., 2005). Alors que MG-63 et SaOS-2 n 'expriment pas p53, U20S exprime p53 

(Xie et al. , 2005 ; Sarimov et al. , 2005). La calbindine 28k est faiblement exprimée 

par MG-63 (Bellido et al., 2000), mais son niveau d'expression reste à être déterminé 
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dans les deux autres lignées. Il en est de même pour la calbindine 9k qui possède un 

niveau d'expression inconnu pour les trois lignées utilisées. 

La pRb participe au contrôle entre les phases G 1 et S et favorise 1 'arrêt du 

cycle cellulaire suite à des dommages à l'ADN pouvant mener à l'apoptose (Giacinti , 

2006). Le Cd provoque des dommages à l'ADN (voir revue Bertin et Averbeck, 

2006). Puisqu 'en absence de pRb le cycle cellulaire est à même de se poursuivre, il 

est possible qu'une résistance des cellules à l'apoptose induite par le Cd soit observée 

dans les cellules n 'exprimant pas Rb. 

Une relation entre l'induction de MTs par les métaux et le statut p53 a été 

observée pour deux types de cellules épithéliales provenant d'un cancer du sein, soit 

un type avec le p53 sauvage (MCF-7) et un type avec le p53 muté (MDA-MB-231). 

La lignée détenant le p53 muté était incapable de surexprimer les MTs ou d ' initier 

l'apoptose après l'addition de Cd ou de Cu au milieu de culture (Fan et Cherian, 

2002). Il apparaît donc que le niveau d'induction des MTs par le Cd dépendrait de 

l'implication de p53. En conséquence, il est fort probable que MG-63 et SaOS-2, 

tous deux déficients en p53 , possèdent un niveau d ' induction de MT nul , alors que 

U20S possèderait la capacité d' induire les MTs. De plus, il a été démontré que 

l'ampleur de l'induction de proto-oncogènes par le Cd peut être limitée par la 

présence de MTs dans les cellules (Andrews et al., 1987; Abshire et al., 1996; 

Beyersmann and Hechtenberg, 1997). Ainsi, puisque les MTs modulent J'expression 

induite par le Cd du protooncogène c-jun et de p53 dans le foie de souris (Klaassen et 

Liu, 1998), la cytotoxicité du Cd pourrait être moins élevée dans les cellules 

possédant des niveaux élevés de MTs. 

Nous croyons également que les niveaux de calbindines-D28KJ9K exprimés par 

les différentes lignées pourraient faire varier la toxicité du Cd. En effet, il est 

possible que les calbindines-D28KJ9K, en tant que protéines liant le Ca, puissent aussi 

lier le Cd et diminuer ainsi son effet cytotoxique. Ceci ne fera cependant pas l'objet 

de la présente étude. 



CHAPITRE 2 

2.1- HYPOTHÈSES ET OBJECTIFS 

Les études mettant en relation une exposition chronique à des doses de Cd 

n ' induisant pas de dysfonctionnement rénal, mais menant toutefois à l'apparition de 

pathologies osseuses, suggèrent que le Cd serait à même d 'exercer un effet toxique 

direct sur les ostéoblastes et d'en modifier les fonctions cellulaires, ce qui 

contribuerait ainsi aux déséquilibres observés au niveau du métabolisme osseux 

(ostéoporose, ostéomalacie). Notre premier objectif est donc d'évaluer dans quelle 

mesure le Cd est accumulé dans les ostéoblastes. 

Pour exercer sa toxicité de façon directe, le Cd se doit de pénétrer la cellule 

ostéoblastique. Puisque le Cd ne possède aucun rôle physiologique connu, il est 

permis de croire qu'il n'existe aucun mécanisme dédié à son absorption, mais qu ' il 

emprunte plutôt des voies d 'entrée destinées aux éléments essentiels. Ainsi, il est 

présumé que le Cd entre par les canaux calciques de type voltage-dépendants 

(VDCC) tel que démontré dans des études utilisant d'autres modèles cellulaires que 

les ostéoblastes. Nous émettons aussi l'hypothèse que le Cd emprunte les canaux 

calciques de type TRP qui jouent un rôle primordial dans 1 'homéostasie du Ca pour 

les ostéoblastes. Nous considérons principalement les TRPCl , 3 et 4 et les TRPM3, 

6, 7 et 8 qui ont tous été identifiés comme présents dans les lignées utilisés dans ce 

projet. 

Afin de mesurer son impact toxique, des courbes de viabilité seront obtenues 

en incubant les cellules à différentes concentrations de Cd. Une CL50 sera évaluée et 

permettra la comparaison entre les différentes lignées ostéoblastiques utilisées ici de 

même qu'avec les résultats de CL50 provenant de la littérature et obtenus sur d' autres 

types cellulaires. Des bloqueurs et activateurs de canaux seront utilisés afin de 

fournir des indications sur les voies de transports utilisées par le Cd pour entrer dans 

les ostéoblastes. 
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De plus, il sera important de caractériser le transport de Cd en déterminant s'il 

est spécifique (implication de transporteur membranaire) ou non et en caractérisant 

les paramètres cinétiques par l'établissement d 'un Km (constante d'affinité de 

Michaelis-Menten), d ' un Vmax (vitesse maximale de la capacité de transport) et d 'un 

K0 (constante de diffusion) . À nouveau, l'utilisation de bloqueurs et d 'ouvreurs de 

ces canaux nous permettra de retenir ou non certains de ces canaux comme voies 

possiblement impliquées dans le transport du Cd dans les cellules ostéoblastiques. 

Notre deuxième objectif est de mieux comprendre comment l'ostéoblaste peut 

se protéger contre les effets toxiques du Cd. Certains résultats de la littérature nous 

suggèrent qu'il existe des mécanismes de protection intracellulaire ayant pour effet de 

diminuer la toxicité du Cd. Dans ce projet, l'emphase sera portée sur les Mis en tant 

que protéines de protection de base mais inductibles contre la toxicité du Cd et sur les 

HSP70, en tant que protéines permettant la survie cellulaire, induites suite au stress 

causé par la présence de Cd dans les ostéoblastes. Nous émettons comme hypothèse 

que les lignées MG-63 et SaOS-2, toutes deux déficientes en p53 , possèdent un 

niveau d'induction de MT nul, alors que la lignée U20S a la capacité de surexprimer 

les Mis en présence de Cd. 

À notre connaissance, nous sommes les premiers à étudier le transport de Cd 

dans les ostéoblastes. Cette étude favorisa donc une meilleure compréhension des 

impacts toxiques du Cd sur la physiologie osseuse et apportera des éléments 

d'information permettant de mieux comprendre les pathologies osseuses liées à 

l'absorption du Cd. Ce projet fournira également de l'information utile à des 

recherches ultérieures visant à améliorer les normes d ' exposition au Cd pour les 

travailleurs industriels. 



3.1- M ATÉRIEL ET MÉTHODES 

3.1.1- Culture cellulaire 

CHAPITRE 3 

Dans ce projet, les cellules MG-63 , SaOS-2 et U20S, trois lignées 

ostéoblastiques provenant d'ostéosarcomes humains, ont été utili sées. Ces lignées 

sont distribuées par 1 'A TCC «American Type Culture Collection». Les cellules MG-

63 ont été cultivées dans du milieu complet Dulbecco 's Modified Eagle ' s Medium/ 

Nutrient Mixture F-12 Ham (DMEM/Fl2) (Sigma) auquel ont été ajoutés 2,2g/L de 

bicarbonate de sodium (NaHC03), 2 mM de L-glutamine (Invitrogen), une solution 

de lOOU/ml de pénicilline et 100 11g/ml de streptomycine. Le milieu a été ajusté à un 

pH de 7,4. Les cellules SaOS-2 et U20S ont été cultivées dans du milieu complet 

McCOY's SA (Hyclone) contenant 1,5 mM de L-glutamine, auquel ont été ajoutés 

2,2g/L de bicarbonate de sodium (NaHC03), 2 mM de L-glutamine [Invitrogen] , une 

solution de pénicilline/streptomycine (1 00 U/ml), et ajusté à un pH de 7,4. À 

confluence, les cellules ont été dispersées avec une solution de Trypsine-EDT A 

(0.05%-0.02%) (Sigma), puis ensemencées à 3000 cellules/cm2 pour les lignées MG-

63 et U20S, et 8000 cellules/cm2 pour la lignée SaOS-2 . Après ensemencement dans 

leur milieu respectif additionné de 10% de sérum fœtal bovin (FBS; Cansera), les 

cellules ont été placées dans un incubateur à 5% C02, en atmosphère humide à 37°C. 

Le milieu de culture a été remplacé après chaque période de deux jours. 

3.1.2- Méthode de mesure de cytotoxicité du cadmium 

L'essai MTT permet de mesurer la cytotoxicité mitochondriale du Cd et est 

souvent utilisé comme test de viabilité. Il mesure la réduction de sels de tetrazolium 

3,[ 4,5-dimethylthiazol2-yl]-2,5-diphennyltetrazolium bromide (MTT). Le MTT est 

réduit en une teinture de formazan insoluble par les enzymes dehydrogénases 

mitochondriales associées à 1' activité métabolique. 
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Les cellules ont été cultivées dans des plaques de 96 puits (Sarstedt) pendant 6 

jours afin de leur permettre d'adhérer adéquatement (24 heures) et de retrouver leur 

métabolisme normal (48 à 72 heures) . Les cellules retrouvent un cycle de division 

cellulaire et leur plein potentiel entre les jours 4 à 6, tel que démontré par 

l'augmentation d'expression et de sécrétion d 'ostéocalcine de même que des 

récepteurs à la vitamine D (Lajeunesse et al., 1990; 1991). Au 6èmc jour, le milieu de 

culture a été remplacé par un milieu sans sérum. L'utilisation d ' un milieu sans sérum 

permet la synchronisation selon le cycle cellulaire. Nous avons voulu synchroniser le 

cycle cellulaire en prévision d 'autres études qui devraient être menées spécifiquement 

sur des cellules en phase de prolifération. Après 24 heures de sevrage, les cellules 

ont été traitées à des concentrations de Cd variant de 0,5 à 100 !lM ajouté sous forme 

de CdCh au milieu de culture sans sérum afin d'éviter la complexation avec 

l'albumine. Vingt heures après le début du traitement, le réactif MTT (0,5 mg/ml 

final) a été ajouté. À la fin du traitement le milieu a été retiré et le formazan a été 

solubilisé par l'ajout de DMSO pour environ 15 minutes à 37°C. La densité optique 

des puits a ensuite été lue à 575 nm. Les résultats ont été exprimés en pourcentage de 

survie cellulaire en fonction de la concentration d 'exposition (courbes dose-réponse) 

puis analysés par régression non linéaire selon l'équation 3.4 afin d ' en extraire une 

valeur de CLso. 

3.1.3- Mesure de cytotoxicité du cadmium en présence de bloqueurs et 
d 'ouvreurs de canaux caciques 

Certains bloqueurs et ouvreurs ont été utilisés lors de la mesure MTT (3.1.2) 

afin de voir leur effet sur les courbes de viabilité et les valeurs de CL50. 

Premièrement, les cellules ont été exposées à la nifédipine et au vérapamil, deux 

bloqueurs de VDCC. Le Bay-K8644 a été utilisé pour ouvrir ces mêmes canaux. Le 

2-APB (2-aminoethoxydiphenyl borate) et le SKF96365 ont été employés afin de 

bloquer les TRPC. Le capsazépine a été uti lisé comme bloqueur des canaux TRPM8 

alors que l'icilin a été employé comme ouvreur de ces mêmes canaux. 



34 

Ces expériences se sont déroulées en milieu de culture sans sérum. Pour tous 

les bloqueurs, à 1 'exception du SKF96365 utilisé à des concentrations de 0, 2, 5 et 10 

f!M, des concentrations de 0, 20, 50 et 100 f!M ont été employées. La concentration 

de Cd présente a varié de 0 à 200 f!M afin d 'obtenir des valeurs permettant l ' atteinte 

d'un plateau de viabilité minimale. Les données ont été analysées par régression non 

linéaire selon l'équation 3.4 et les CL50 obtenues en présence de bloqueur ou 

d ' ouvreur de canaux ont été comparées aux CL50 obtenues en présence de Cd seul. 

Une régression linéaire a permis d'obtenir des valeurs de pente pour la portion 

linéaire des courbes dose-réponse et de les comparer entre elles . Plus la pente est 

élevée, plus l ' impact sera grand en terme de perte de viabilité pour une légère 

augmentation de la concentration d'exposition au Cd. Le pouvoir de cytotoxicité 

maximale (efficacité) du Cd a été évalué à l'aide du plateau de viabilité minimale. 

3.1.4- Transport de Cadmium dans les ostéoblastes 

Les cellules ont été cultivées dans des Pétris de 35 mm (Sarstedt) . Au 6ème 

jour, le milieu de culture a été remplacé par un milieu sans sérum où les cellules ont 

été maintenues pendant 24 heures. Après ce sevrage, les cellules ont été lavées 4 fois 

dans du tampon de rinçage inorganique maintenu à température pièce, ajusté à pH 7,4 

et contenant 137 mM de NaCl, 5,9 mM de KCl, 1,2 mM de MgS04, 2,5 mM de 

CaCh, 10 mM d'HEPES et 4 mM de glucose. Le rinçage avec ce tampon a permis 

l'élimination des ligands organiques contenus dans le milieu de culture, ayant une 

constante de complexation Kc inconnue, susceptibles de fixer le Cd, d ' en modifier la 

spéciation et de diminuer le transport. 

Les cellules ont ensuite été exposées soit à un milieu de transport cr (même 

que milieu de rinçage), à un milieu de transport N03- ou au milieu de culture sans 

sérum additionné de 0,5 f!M 109Cd (activité spécifique variant entre 1 et 2 mCi/mg). 

Le milieu de transport N0 3-, contenant 137 mM de NaN03, 5,9 mM de KN03, 1,2 

mM de MgS04, 2,5 mM de CaN03, 10 mM de HEPES et 4 mM de glucose, a été 

également maintenu à température pièce et ajusté à pH 7,4. Cette solution a été 
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préparée d'avance et laissée à température pièce toute la nuit pour permettre l'atteinte 

d ' un équilibre thermodynamique chimique de complexation du Cd. De plus, afin 

d'évaluer une inhibition possible entre le Cd et le Ca, un transport de 3 minutes a été 

effectué avec les milieux cr et N03-, contenant ou non du Ca, dans le dernier cas le 

Ca a été remplacé par du Na en prenant soin de garder 1 'osmolarité constante. En 

milieu de transport cr et en milieu de culture sans sérum, le temps d'exposition a 

varié de 1 minute à 24 heures afin de déterminer la cinétique de transport du Cd. 

Afin de distinguer le transport spécifique du non spécifique et de déterminer les 

paramètres V max et Km, une exposition au milieu de transport additionné de 0,5 11M 

109Cd a été faite à temps fixe (3 minutes) en faisant varier la concentration de Cd froid 

(0 à 100 mM) ajouté sous forme de Cd Ch. Les résultats obtenus ont été analysés à 

l' aide de l'équation 3.2. 

Chaque expérience de transport a été arrêtée par 4 rinçages dans une solution 

d 'arrêt maintenue à 4°C, soit le milieu de rinçage initial contenant 4 mM d 'EDTA 

(sel disodique de l'acide éthylènediamine tétraacétique) qui a permis la chélation et le 

retrait du Cd adsorbé à la surface cellulaire externe. Le temps court de la procédure 

d'arrêt et la mise à sec des cellules ne permettent pas d ' efflux du Cd cellulaire. 

L'ajout de NaOH 1 M a permis la solubilisation des cellules . De cette solution, 300 

111 ont été utilisés afin d'en déterminer le contenu en radioactivité ( 109Cd) au compteur 

gamma (Cobra II; Camberra Packard Canada) . Puis, 50 111 ont été utilisés pour 

effectuer un dosage protéique par la méthode de Bradford (1976), à l'aide d ' un 

spectrophotomètre Tecan SpectraFluor Plus (Esbe Scientific Industries lnc. , Canada), 

en utilisant le BSA (Bovine Serum albumine) comme standard pour la courbe de 

calibration. Les résultats d'accumulation cellulaire sont exprimés en pmol 109Cd/mg 

protéine. 



3.1.5- Utilisation de bloqueurs et d'ouvreurs de canaux afin de déterminer 
les voies d'entrée du cadmium 
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Pour l'utilisation de bloqueurs ou d 'ouvreurs de canaux, les méthodes ont été 

les mêmes que pour le transport de Cd, à quelques exceptions près. D'abord, après le 

sevrage de 24 heures et le rinçage , les cellu les ont été préincubées pendant 15 

minutes avec le bloqueur ou l' ouvreur choisi . Le temps d'exposition au Cd a été fixé 

à 3 minutes. Le transport de Cd avec un bloqueur ou un ouvreur a été comparé à la 

condition contrôle. Toutes ces expériences ont été faites en absence de Ca, afin 

d 'exclure la possibilité d'une inhibition du transport de Cd par le Ca. 

Puisque les VDCC ne sont majoritairement ouverts qu 'en condition de 

dépolarisation membranaire, le transport a préalablement été effectué en milieu cr et 

N03- à une concentration de 100 mM de K, en faisant diminuer la concentration de 

Na afin de garder la même osmolarité. Pour bloquer les VDCC, le vérapamil et la 

nifédipine ont été ensuite été utilisés à 50 J.!M (tel qu'habituellement employés) en 

condition dépolarisante. En condition basale, il est fort probable que les canaux 

TRPC soient fermés, car, selon le modèle «store-operated channels» (SOC), ces 

canaux s'ouvrent suite à un relargage de Ca du réticulum endoplasmique (RE). 

Ainsi, 1 ' utilisation de thapsigargine (TP) (0, 1 J.!M; préincubation de 3 minutes 

seulement), en tant qu'inducteur d 'entrée de Ca capacitatif (CCE), permettra la 

vidange du RE (en inhibant les pompes calciques) puis 1 'ouverture des TRPC. Les 

canaux TRPC ont été bloqués par l ' utilisation de SKF96365 (5 J.!M). 

3.1.6- Étude de l 'expression des métallothionéines dans les différentes lignées 

Les lignées cellulaires ont été cultivées dans des Pétris de 60 mm (Sarstedt). 

Au 6ème jour, le milieu de culture a été remplacé par un milieu sans sérum où les 

cellules ont été maintenues pendant 24 heures . Ce milieu de sevrage a été remplacé 

par un milieu simi laire additionné de 10 J.!M Cd, concentration suffisante, 

prédéterminée par les essais MTT, pour voir apparaître un très faible pourcentage de 
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mort cellulaire en fonction d'un temps d'exposition variant entre 6h et 24h. En 

ajoutant du Cd (sous forme de CdCh) nous voulions déterminer un temps optimal 

d'induction des Mis (entre 6h et 24h). Un pétri témoin a été maintenu dans les 

mêmes conditions en absence de Cd Après le traitement, 1 'ARN total a été isolé par 

l'ajout de TRIZOL® Reagent (lnvitrogen) selon les recommandations du fournisseur. 

L'ARN obtenu après séchage a été dissous dans de l' eau traitée au Diethyl 

pyrocarbonate (DEPC) et sa quantification a été effectuée par lecture des absorbances 

(A260nm 1 Azsonm) au spectrophotomètre. Les niveaux d' ARNm des MTl/2 ont été 

évalués par «Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction» (RT-PCR). L'acide 

désoxyribonucléique complémentaire (ADNe) a été synthétisé grâce à la transcriptase 

inverse (RT) en employant le kit Omniscript™ RT (Qiagen) selon le protocole fourni. 

Les amorces MT 1/2 utilisées ont été les suivantes : sens, 5 '-

TGGACCCCAACTGCTCCTGC-3 '; antisens, 5 '-GCCCTGGGCACACTTGGCAC-

3' . Les produits de PCR pour MTl/2 ont été obtenus après 40 cycles. L'ARNm du 

gène de maintien glyceraldehyde 3-phosphate deshydrogenase (GAPDH) a été 

amplifié pendant 30 cycles, en utilisant ces amorces : sens, 5 ' 

ACCACAGTCCATGCCATCAC-3 '; antisens, 5 '-TCCACCACCCTGTTGCTGT A-

3 '. Le niveau d'expression a été évalué en effectuant une réaction de polymérisation 

en chaîne (PCR) conventionnelle à 1 'aide du kit Taq PCR Core (Qiagen) en suivant le 

protocole fourni. La détermination du niveau d'expression de GAPDH permet la 

comparaison avec les niveaux relatifs de I'ARNm de l'ensemble des isoformes de 

Mis. Le programme d'amplification a été le suivant: trois minutes à 94°C pour la 

dénaturation initiale, suivi de 40 cycles (pour MTl/2) ou 30 cycles (pour GAPDH) 

comprenant chacun une dénaturation de 30 secondes à 94°C, une hybridation de 30 

secondes à 58°C et 1 minute d'élongation à n °C. Ces cycles ont été suivis d 'une 

élongation finale de 7 minutes à n oe. Un volume de 5 ).li de la réaction de PCR a été 

analysé sur un gel d ' agarose 2% avec un standard de 100 pb (Amersham 

Biosciences) . L'ADN a été ensuite visualisé à l'aide de bromure d'éthidium (EtBr) 
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sous UV. La taille attendue des amplicons était de 140 pb. Une analyse semi

quantitative a été effectuée par densitométrie et les résultats ont été présentés sous 

forme de ratio en fonction de l'expression de GAPDH. 

3.1. 7- Étude de l 'expression de HSP70 dans les différentes lignées 

Les étapes suivies sont les mêmes que pour l'induction de l'expression des 

MT (point 4.5). Les amorces PCR utilisées pour amplifier 1 'ARNm de HSP70 ont été 

les suivantes: sens, 5'-GGCATCGACCTGGGCACCAC-3' an ti sens, 5 '-

TCCTTGGTGGCCTGGCGCTG-3 '. Les produits de PCR ont été obtenus après 40 

cycles et analysés comme décrits précédemment. La taille attendue des amplicons 

était de 458 pb. 

3.1.8- Analyse des résultats 

Chacune des expériences a été reconduite de façon indépendante au minimum 

trois fois. Afin d'estimer les paramètres cinétiques et de toxicité le logiciel GraphPad 

PRISM version 4.00 (GraphPad Software, San Diego, Califomia USA) a été utilisé. 

Les résultats ont été analysés par un test de T lorsque seulement deux groupes de 

données étaient présents. Le test de Dunnett à comparaisons multiples a servi lorsque 

deux groupes de données ou plus devaient être comparés à un groupe contrôle. 

Finalement, le test de Tukey à comparaisons multiples a permis la comparaison de 

plus de deux groupes de données entre eux, lorsqu 'i l n'y avait pas de groupe contrôle. 

Le seuil de significativité a été fixé à p < 0,05. 

3.1. 8.1- Accumulation à temps fixe, en conditions de vitesse initiale 

L ' influx de 109Cd possède deux composantes. La première (A) est spécifique 

et saturable, et la seconde (B) est non spécifique (diffusion passive) . Ainsi, le 

transport peut être traduit par l'équation 3.1 : 



(3.1) 

où: 

A 

Vi 

Y max 

Km 
ko 

B 

= vitesse initiale 
=vitesse maximale 
=constante d'affinité 
= constante de diffusion 
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Le transport de 
109

Cd est évalué en terme de composantes spécifique et non

spécifique. Le Cd non marqué (froid) est utilisé comme inhibiteur compétitif. Ainsi , 

le Ki d'inhibition correspond au Km pour le transport ce qui permet de simplifier 

l'équation d'inhibition 3.2. De plus, la concentration de Cd froid (100 11M) est 

beaucoup plus élevée (200 fois), que celle de 109Cd (0,5 11M) et saturable par rapport 

au Km, ce qui inhibe la quasi-totalité de la composante spécifique de l'influx de 

traceur 109Cd. Le transport de 109Cd en présence de Cd peut être traduit par 

l'équation 3.2 : 

(3.2) 

où: I = concentration de l'inhibiteur Cd 
Ki =constante d'inhibition 

3.1.8.2- Accumulation en fonction du temps 
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L'accumulation de Cd en fonction du temps est calculée à l ' aide de la mono

exponentielle croissante suivante (équation 3.3) : 

(3.3) 

où: 

A = Ao + Amax (l-8-kt) 

A 
A max 
Ao 
k 

= accumulation (pmol/mg de protéines) 
=accumulation à 1 'équilibre 

accumulation à temps = 0 
constante de temps du processus d'accumulation (ex : 1/min 
ou 1/heure) 

3.1.8.3- Analyse de la cytotoxicité du cadmium 

Les données obtenues à l'aide de l' essai MTT sont analysées par régression 

non linéaire et des valeurs de CL5o (représentatives du potentiel toxique) en sont 

tirées à l ' aide de l'équation 3.4: 

(3.4) 

où: 

y = y . + Ymax - Y min 

mm 1 + 1 o ((logCLSO- x)*Hi/1) 

Y min 

Y max 
=Valeur du plateau inférieur(% de viabilité maximale) 
= Valeur du plateau supérieur (viabilité maximale, soit 100%) 

L 'erreur sur l'estimé des paramètres est l' erreur associée aux régressions. 

3.1.9- Transport de cadmium en fonction du niveau de confluence 
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À notre laboratoire, la quantité d 'ensemencement standard des cellules MG-

63 est de 3000 ce llules/cm2 ce qui nous permet d'obtenir une confluence variant entre 

80 et 90% après 6 jours. Afin de déterminer si Je transport diffère selon le 

pourcentage de confluence cellulaire, des Pétris ont été ensemencés à 2000, 3000 et 

4000 cellules/cm2
. Au 7 ème jour (suite à un sevrage de 24h), leur pourcentage de 

confluence respectif était de 65, 80 et 95%. Voici les résultats d 'accumulation de 

109Cd obtenus : 
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Figure 3.1 : Accumulation de 0,5 1-1M 109Cd en tampon chlorure pour la 
lignée MG-63. Les cellules ont été cultivées dans des Pétris de 35 mm 
pendant 6 jours. Au 6 ème jour, Je milieu de culture a été remplacé par un 
milieu équivalent sans sérum pour un sevrage de 24h. Les cellules ont 
ensuite été exposées à un milieu chlorure en présence de 0,5 J..l.M 109Cd 
pendant 3 minutes. Aucune différence significative comparativement à la 
condition standard de 3000 cellules/cm2 selon le test de Dunnett à 
comparaison multiple (p > 0,05). 



42 

Ces résultats (figure 3.1) nous montrent que la différence de confluence 

n' affecte pas le transport. Ainsi, les différences d ' accumulation qui seront observées 

à la section Résultats ne sont pas attribuables aux confluences possiblement 

différentes d'un Pétris à l'autre, ou d'un passage à l'autre. 



CHAPITRE4 

4.1- RÉSULTATS 

4.1.1- Cytotoxicité du cadmium pour la lignée MG-63 

4.1 .1.1- Viabilité cellulaire en fonction de 1 'augmentation de la concentration 
de cadmium 

Nous avons d'abord fait ressortir le caractère cytotoxique du Cd pour la lignée 

MG-63 dans un milieu de culture sans sérum. La variation de la viabilité cellulaire en 

fonction de la concentration d'exposition au Cd répond à une courbe dose-réponse 

classique de type sigmoïdale lorsqu'exprimée sur un graphique semi-logarithmique. 

Ce type de dose-réponse réfère à une courbe typique d 'un élément toxique . En effet, 

la figure 4.1 indique qu'une augmentation de la concentration de Cd dans le milieu de 

culture réduit graduellement la viabilité des cellules MG-63 . L ' ana lyse de la courbe 

de viabilité a permis d ' obtenir une valeur de CL50 de 15,5 ± 1,1 )lM. 
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Figure 4.1 : Viabilité cellulaire mesurée à l'aide de l'essai MTT pour la lignée 
MG-63 . Les cellules ont été cultivées dans des plaques de 96 puits pendant 6 
jours. Au 6 ème jour, le milieu de culture a été remplacé par un milieu équivalent 



sans sérum pour un sevrage de 24h. Les cellules ont ensuite été traitées pendant 
24h à des concentrations de Cd variant de 0,5 à 200 11-M ajoutées au milieu de 
culture sans sérum et la viabilité cellulaire a été évaluée par un essai MTT tel que 
décrit dans la section Matériel et méthodes. Les données sont exprimées en 
pourcentage de viabilité cellulaire en fonction du contrôle (0 11-M Cd, milieu sans 
sérum). Les résultats sont les moyennes ± écart-types obtenus d'au moins trois 
expériences indépendantes. 

4.1 .2- Transport de cadmium dans la lignée MG-63 
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La cytotoxicité observée à la figure 4.1 suggère que le Cd entre dans les 

cellules ostéoblastiques. Nous avons donc par la suite caractérisé l'accumulation de 

Cd par les cellules ostéoblastiques. 

4.1.2.1- Accumulation cellulaire de 109Cd en fonction du temps 

En premier lieu, nous avons mesuré l'accumulation cellulaire de 0,5 1-1M 109Cd 

pour la même lignée dans le milieu de culture sans sérum en fonction du temps. Tel 

que présenté à la figure 4.1 , une concentration de 0,5 1-1M de Cd dans le milieu 

d 'exposition ne produit pas de mortalité sur une période de 24 heures. La figure 4.2 

montre que le Cd est accumulé dans la lignée MG-63 et que cette accumulation 

augmente en fonction du temps . 
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Figure 4.2 : Accumulation cellulaire de 109Cd en fonction du temps dans la 
lignée MG-63. Les cellu les ont été cultivées dans des Pétris de 35 mm pendant 6 
jours. Au 6 ème jour, le milieu de culture a été remplacé par un milieu équivalent 
sans sérum pour un sevrage de 24h. Les cellules ont été exposées à 0,5 11M 109Cd 
en milieu chlorure pour les durées suivantes : 1, 5, 15, 30 minutes et 1, 2, 4 et 24 
heures. Les résultats sont les moyennes ± écart-types obtenus de trois expériences 
indépendantes. 

4.1.2.2- Analyse de la cinétique de l'accumulation cellulaire de 109Cd 
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Le transport de 109Cd est mesuré en milieu chlorure, sur 3 minutes, en absence 

et en présence de 1 00 f.tM de Cd non radioactif. Le Cd non radioactif est utilisé 

comme inhibiteur compétitif. La présence de Cd non radioactif à une concentration 

200 fois plus élevée que celle du 109Cd nous place en condition saturante et permet 

de discriminer le transport non spécifique du transport spécifique. Les résultats ont 

été analysés par régression non-linéaire en accord avec l'équation 3.3 . Les valeurs de 

A max (accumulation à 1 'équilibre) obtenues en absence et en présence de 100 f.tM Cd 

non radioactif sont respectivement de 17 ± 0,8 et 5,3 ± 0,3 pmol 109Cd/mg protéine. 

La plus faible valeur d ' accumulation révèle non seulement une inhibition du transport 
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de 109Cd par le Cd non radioactif, mais suggère aussi une compétition pour des sites 

de liaison intracellulaire, à moins qu'un système de transport concentratif soit 

impliqué. Ainsi, la différence de Il ,7 pmol 109Cd/mg protéine représente 

l'accumulation spécifique. 
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Figure 4.3 : Accumulation initiale (3 minutes) de 0,5 !J.M 109Cd en absence et 
en présence de 100 !J.M de Cd non radioactif dans la lignée MG-63. Les 
cellules ont été cultivées dans des Pétris de 35 mm pendant 6 jours. Au 6ème jour, 
le milieu de culture a été remplacé par un mi lieu équivalent sans sérum pour un 
sevrage de 24h. Les cellules ont ensuite été exposées à 0,5 !lM 109Cd en milieu 
chlorure seul (carrés) et en présence de 100 !lM de Cd non radioactif (triangles) 
pendant 3 minutes. Les résultats sont les moyennes ± écart-types obtenus de deux 
expériences indépendantes. 

Puisqu'une composante spécifique est présente dans le transport de Cd dans 

les cellules MG-63 , nous avons déterminé les paramètres cinétiques de 

l'accumulation toujours en milieu chlorure, en présence de 0,5 f!M 109Cd et de Cd 

non radioactif à des concentrations variant entre 0 et 100 f!M. Nos résultats de la 
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figure 4.4 montrent que l'accumulation de 109Cd dans les cellules MG-63 diminue en 

fonction de 1 'augmentation de la concentration de Cd non radioactif, utilisé ici 

comme inhibiteur compétitif. Une analyse de régression non linéaire des données 

(équation 3.2) a permis d'obtenir les valeurs présentées au tableau 4.1. Puisqu'il 

n ' est pas possible de discriminer différentes valeurs de Km, les résultats sont en 

accord avec un modèle à un seul système de transport. La possibilité que deux 

systèmes de Km très similaires soient parallèlement impliqués ne peut toutefois être 

écartée. Cette valeur de Km correspond à la concentration de Cd non radioactif qui 

inhibe la moitié du transport spécifique de 109Cd. La présence d'une valeur de k0 

nous indique qu 'une partie du transport de 109Cd se fait de façon non-spécifique, soit 

par diffusion passive. Le transport spécifique correspond au transport qu ' il est 

possible d'inhiber puisque ce sont des protéines membranaires qui en sont 

responsables. 

En milieu chlorure, la spéciation du Cd est connue. Le Cd s'y trouve 

principalement (à 84%) sous forme de chlorocomplexes (CdCl11
2

-
11
). L ' utilisation du 

milieu chlorure pour le transport permet de comparer nos résultats de K m et V max 

(tableau 4.1) avec les résultats d'autres études réalisées dans le même milieu par 

Elisma et Jumarie (2001) et Bergeron et Jumarie (2006). 
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Figure 4.4 : Accumulation initiale (3 minutes) de 0,5 r.tM 109Cd en présence de 
concentrations de Cd non radioactif variant de 0 à 100 r.tM dans la lignée MG-
63. Les cellules ont été cultivées dans des Pétris de 35 mm pendant 6 jours. Au 
6ème jour, le milieu de culture a été remplacé par un milieu équivalent sans sérum 
pour un sevrage de 24h. Les cellules ont ensuite été exposées à un milieu chlorure 
additionné de 0,5 flM 109Cd et de concentrations de Cd non rad ioactif va riant entre 
0 et 100 flM pendant 3 minutes. Le graphique représente les moyennes ± écart
types de trois expériences indépendantes. 

Tableau 4.1 : Paramètres cinétiques de l'accumulation initiale (3 minutes) 
de 109Cd 

V max ko 
(pmol/3 min/mg proteine) (pmol/3 min/mg protéine/lJM) 

261 ± 59 13,5 ± 2,7 7,9 ± 0,9 

Les paramètres Y max et K m ont leur signification habituelle alors que la va leur de k0 , 

la constante de diffusion, représente la portion non-spécifique qui contribue à 
l' accumulation. Les valeurs présentées ±écart-type ont été obtenues à l'aide de 
l'équation 3.1. 
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4.1.2.3- Accumulation cellulaire de 109Cd en fonction de la spéciation 
inorganique 
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Le cr, en tant que ligand inorganique, possède une très grande affinité pour le 

Cd2
+ (log Kc Cd Ct = 1 ,98). Ainsi, 80% de la totalité du métal di ssous est présent 

sous forme CdCln2-n (n variant de 1 à 3) en milieu chlorure. Cependant, le N03- n 'a 

pas autant d 'affinité pour le Cd2
+ (log Kc CdN03 + = 0,5). En remplaçant le cr par du 

N03- dans le milieu de transport, la portion de Cd sous forme ionique (Cd2+) passe de 

14% à 80% de la totalité du métal dissous, soit une augmentation de 571%. Nous 

avons utilisé les milieux de transport chlorure et nitrate afin d 'évaluer si 

l'accumulation du 109Cd dans les cellules MG-63 varie se lon la spéciation 

inorganique du Cd. La figure 4.5 montre une plus grande accumulation de 109Cd en 

milieu nitrate, avec une augmentation significative de 79% par rapport au milieu 

chlorure (22 ± 3 vs. 38 ± 10 pmol/3 min/mg protéine) . 
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Figure 4.5 : Accumulation initiale (3 minutes) de 0,5 1-1M 109Cd en milieu 
chlorure et nitrate dans la lignée MG-63. Les cellules ont été cultivées dans des 
Pétris de 35 mm pendant 6 jours. Au 6 ème jour, le milieu de culture a été remplacé 
par un milieu équivalent sans sérum pour un sevrage de 24h. Les cellules ont été 



exposées à 0,5 J.!M 109Cd en milieu chlorure et nitrate pendant 3 minutes. Les 
barres représentent les moyennes ± écart-types de cinq expériences indépendantes. 
* significativement différent comparativement à la condition en milieu chlorure 
selon le test T de Student (p < 0,05). 
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4.1.2.4- Composantes spécifique et non-spécifique selon le milieu de transport 

Nous avons ensuite voulu évaluer la part d ' accumulation provenant du 

transport spécifique en milieu nitrate et chlorure en utilisant un excès de Cd non 

radioactif. Les résultats obtenus en absence de Ca, présentés à la figure 4.6, montrent 

que le transport non spécifique est un peu plus élevé en milieu nitrate qu'en chlorure 

(9.1 ± 1.0 vs. 5.9 ± 0.1 pmol/3 min/mg protéine) mais dans les deux conditions la 

contribution au transport total est similaire (respectivement 16% et 18%). Ainsi, en 

prenant en compte l' accumulation totale, une augmentation de 76 % est observée en 

milieu nitrate, alors qu'une augmentation de 81% est observée pour l' accumulation 

spécifique exclusivement. Il est intéressant de mentionner qu'en modifiant le 

chlorure par le nitrate, la concentrations de Cd présent sous forme de Cd2
+ augmente 

de 0,07 à 0,4 J.!M (respectivement 14% et 80% du Cd total dissous) ce qui représente 

plus de 500% d'augmentation. Il est donc clair que l'augmentation du transport 

spécifique en milieu nitrate est beaucoup plus faible que l'augmentation des niveaux 

de [Cd2+] (aucune corrélation directe entre augmentation de l'accumulation et celle de 

[Cd2+]) ce qui suggère que le Cd2+ n'est pas la seule forme impliquée dans 

l'accumulation de Cd, à moins que l'affinité du transport pour le Cd2
+ soit si élevée 

qu'un processus de saturation soit établi. 
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Figure 4.6 : Accumulation initia le (3 minutes) de 0,5 r.tM 109C d en milieu 
chlor ure et nitrate en absence ou en présence de 100 r.tM de Cd non radioactif 
dans la lignée MG-63. Les cellules ont été cultivées dans des Pétris de 35 mm 
pendant 6 jours. Au 6ème jour, le mi lieu de culture a été remplacé par un mi lieu 
équivalent sans sérum pour un sevrage de 24h. Les cellules ont été exposées à 0,5 
).!M 109Cd en milieu chlorure ou en milieu nitrate sans Ca en présence (nsp = non 
spécifique) ou en absence (total) de 100 ).!M de Cd non radioactif pendant 3 
minutes. Les barres représentent les moyennes± écart-types obtenus d 'entre deux 
et cinq expériences indépendantes. ** et *** significativement différent 
comparativement à la condition contrôle pour chacun des mi lieux selon le test T de 
Student (** p < 0,005; *** p < 0,000 1). 

4.1.2.5- Accumulation cellulaire de 109Cd et interaction avec le calcium 
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Nous avons vérifié s'il y avait présence d'inhibition entre le Cd et le Ca pour 

les voies d'entrée dans la cellule. Selon nos résultats présentés à la figure 4.7, la 

présence de 2,5 mM Ca entraîne, dans les deux milieux de transport, une diminution 

semblable de l 'accumulation de 109Cd, soit respectivement 33% et 32%. Ces résultats 

suggèrent que des canaux ioniques transportant le calcium pourraient être 

potentiellement responsables du transport de Cd. De plus, les résultats montrent une 

plus grande accumulation de 109Cd en milieu nitrate qu'en milieu chlorure en absence 
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de Ca (32 ± 7 vs. 57 ± 9 pmol/3 min/mg protéine), avec une augmentation 

significative de 76%, augmentation semblable à celle observée eri présence de Ca. 
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Figure 4.7 : Accumulation initiale (3 minutes) de 0,5 1-1M 109Cd en milieu 
chlorure et nitrate en absence ou en présence de 2,5 mM Ca dans la lignée 
MG-63. Les cellules ont été cultivées dans des Pétris de 35 mm pendant 6 jours. 
Au 6 ème jour, le milieu de culture a été remplacé par un milieu équivalent sans 
sérum pour un sevrage de 24h. Les cellules ont été exposées à 0,5 )lM 109Cd en 
milieu chlorure ou nitrate avec ou sans Ca pendant 3 minutes. Les barres 
représentent les moyennes ± écart-types obtenus de cinq expenences 
indépendantes. * significativement différent comparativement à la condition sans 
Ca pour chacun des milieux; 88 significativement différent comparativement à la 
condition contrôle en absence de Ca en chlorure selon le test T de Student (* p < 
0,05; ()() p < 0,01). 



4.1.2. 6- Accumulation cellulaire de 109 Cd et canaux calciques voltage
dépendants 
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Puisque la présence de Ca diminue le transport de Cd, nous nous sommes 

intéressés aux canaux calciques exprimés par les ostéoblastes MG-63. Notre intérêt a 

d'abord pointé vers les VDCC. L ' augmentation de la concentration en K du milieu 

de transport de 5,9 mM à 100 mM entraîne la dépolarisation membranaire des 

cellules et 1' ouverture de ces canaux. Les VDCC sont normalement fermés en 

condition basale. Nous avons utilisé les milieux chlorure et nitrate en absence de Ca, 

en condition basale et en condition de dépolarisation membranaire afin d ' évaluer si 

l' ouverture des VDCC a un impact sur l ' accumulation de Cd. L 'absence de Ca dans 

le milieu de transport permet d 'observer l'effet de dépolarisation en absence 

d'inhibition par le Ca. De plus, le passage du milieu chlorure au milieu nitrate 

favorise la présence de Cd sous forme Cd2
+. C 'est cette forme qui pourrait être 

transportée puisque les VDCC sont des canaux cationiques qui transportent le Ca 

sous forme Ca2
+. Tel que présenté à la figure 4.8 et au tableau 4.2, nos résultats 

indiquent que l'augmentation de la concentration en K à 100 mM entraîne, en milieu 

chlorure, une augmentation non significative de 12% de 1 'accumulation totale de 

109Cd et en milieu nitrate, une diminution non significative de 3%. Les résultats ne 

varient que très peu lorsque seule l'accumulation spécifique est prise en compte. Ces 

résultats suggèrent que les VDCC ne constituent pas une voie majeure d 'entrée du Cd 

dans les cellules MG-63 . 
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Figure 4.8 : Accumulation initiale (3 minutes) de 0,5 J.!M 109Cd en milieu 
chlorure et nitrate en absence de Ca et en concentration de K+ standard ou 
élevée dans la lignée MG-63. Les cellules ont été cultivées dans des Pétris de 35 
mm pendant 6 jours. Au 6ème jour, le milieu de culture a été remplacé par un milieu 
équivalent sans sérum pour un sevrage de 24h. Les cellules ont ensuite été 
exposées à 0,5 )lM 109Cd en milieu chlorure ou nitrate sans Ca et en concentration 
de K+ standard (5,9mM; contrôle) ou élevée (IOOmM; Î) pendant 3 minutes. Les 
barres représentent les moyennes ± écart-types d'au moins trois expériences 
indépendantes. Aucune différence significative comparativement à la condition 
standard sans Ca pour chacun des milieux selon le test T de Student. 
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Tableau 4.2 : Accumulation cellulaire (3 min) totale et spécifique de 0.5 11M de 
109Cd en milieu chlorure et nitrate en absence de Ca et en concentration de K+ 
standard (contrôle) ou élevée. La variation conespond à la différence 
d'accumulation relative à la valeur contrôle 
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Milieu Accumulation Variation Accumulation Variation 

totale (% total) spécifique (% spécifique) 

(pmol /mg protéine) (pmol /mg protéine) 

Chlorure 

Contrôle 32,2 ± 6,9 26,3 

[K+] élevée 35,9 ± 3,0 + 12% 30,0 + 14% 

Nitrate 

Contrôle 56,6 ± 8,8 47 ,5 

[K+] élevée 54,9 ± 1,5 -3% 45 ,8 -4% 

Afin de s'assurer du peu d ' implication des VDCC dans l'entrée de Cd, nous 

avons utilisé la nifédipine et le vérapamil, deux bloqueurs de VDCC, en milieu 

nitrate, en absence de Ca et en condition de dépolarisation membranaire. Les 

résultats de la figure 4.9 et du tableau 4.3 montrent que la présence de ces bloqueurs 

ne change pas significativement les valeurs d' accumulation cellulaire. Ces résultats 

confirment l'absence d' implication des VDCC en tant que voie majeure d 'entrée de 

Cd. 
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Figure 4.9 : Accumulation initiale (3 minutes) de 0,5 11M 109Cd en milieu 
nitrate en absence de Ca, en concentration de K+ élevée et en présence ou en 
absence de nifédipine ou de vérapamil dans la lignée MG-63. Les cellules ont 
été cultivées dans des Pétris de 35 mm pendant 6 jours. Au 6ème jour, le milieu de 
culture a été remplacé par un milieu équivalent sans sérum pour un sevrage de 24h. 
Les cellules ont ensuite été exposées à 0,5 ~-tM 109Cd en milieu nitrate sans Ca en 
concentration de K+ élevée ( 100 mM), en présence ou en absence (contrôle) de 
nifédipine (50 ~-tM , préincubation 15 minutes) ou de vérapamil (50 ~-tM , 

préincubation 15 minutes) pendant 3 minutes . Les barres représentent les 
moyennes ± écart-types d'au moins trois expériences indépendantes. Aucune 
différence significative comparativement à la condition contrôle sans bloqueur 
selon le test de Dunnett à comparaison multiple. 

Tableau 4.3 : Accumulation cellulaire (3 min) totale et spécifique de 0,5 ~-tM de 
109Cd en mÏlieu nitrate en absence de Ca avec ou sans (contrôle) nifédipine ou 
vérapamil. La variation correspond à la différence d' accumulation relative à la 
valeur contrôle 
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Milieu Accumulation Variation Accumulation Variation 

totale (%total) spécifique (%spécifique) 

(pmol /mg protéine) (pmol Cd /mg protéine) 

Contrôle 54,9 ± 1,5 45 ,8 

Nifédipine 59,9 ± 2,0 + 9% 50,8 + 11 % 

Vérapamil 57,7±3,1 + 5% 48,6 + 6% 
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4.1 .2. 7- Accumulation cellulaire de 109Cd et canaux calciques de type TRPC 

Puisque nos résultats indiquent que les VDCC ne sont pas une voie majeure 

d 'entrée du Cd dans les cellules MG-63 , nous avons exploré une autre voie calcique, 

cette fois indépendante du voltage, comme étant possiblement impliquée dans le 

transport de Cd, les canaux TRPC. Pour ce faire , nous avons utilisé, en milieu 

chlorure et nitrate sans Ca, la thapsigargine qui entraîne la vidange de ca lcium du 

réticulum endoplasmique et 1' ouverture subséquente des TRPC de la membrane 

plasmique. Nous l'avons employée seule ou en combinaison avec le SKF96365 , un 

bloqueur de TRPC. Cette utilisation combinée permet de s'assurer d 'évaluer 

spécifiquement 1 'implication des TRPC dans 1' accumulation du Cd. Les résultats 

présentés à la figure 4.10 ne montrent aucun effet significatif de la thapsigargine 

utilisée seule ou en combinaison avec le SKF96365 sur l' accumulation totale de 109Cd 

en milieu chlorure ou en milieu nitrate. Même en ne considérant que l'accumulation 

spécifique, les effets de la thapsigargine et du SKF96365 demeurent très modérés 

(tableau 4.4). Ainsi, les canaux de type TRPC ne semblent pas, eux non plus, 

impliqués de façon majeure dans le transport de Cd dans les ostéoblastes MG-63. 
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Figure 4.10 : Accumulation initiale (3 minutes) de 0,5 ~tM 109Cd en milieu 
chlorure et nitrate sans Ca en présence ou en absence de thapsigargine ou de 
SKF96365 dans la lignée MG-63. Les cellules ont été cultivées dans des Pétris 
de 35 mm pendant 6 jours. Au 6ème jour, le milieu de culture a été remplacé par un 
milieu équivalent sans sérum pour un sevrage de 24h. Les cellules ont ensuite été 
exposées à 0,5 )lM 109Cd en milieu chlorure ou nitrate sans Ca en présence ou en 
absence de thapsigargine (0, 1 )lM, préincubation 3 minutes; TP) ou de SKF96365 
(5 )lM, préincubation 15 minutes; SKF) pendant 3 minutes. Les barres 
représentent les moyennes ± écart-types d'au moins quatre expériences 
indépendantes. Aucune différence sign ificative comparativement à la condition 
contrôle sans thapsigargine ni SKF96365 selon le test de Dunnett à comparaison 
multiple. 

Tableau 4.4 : Accumulation cellulaire (3 min) totale et spécifique de 0.5 )lM de 
109Cd en milieu chlorure et nitrate sans Ca en présence ou non de thapsigargine ou 
de SKF96365. La variation correspond à la différence d 'accumulation relative à la 
valeur contrôle 
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Milieu Accumulation Variation Accumulation Variation (% 

totale (%total) spécifique spécifique) 

(pmol /mg protéine) (pmol /mg protéine) 

Chlorure 

Contrôle 32,2 ± 6,9 26,3 

Thapsigargine 28,8 ± 9,9 - 11 % 22,9 - 13% 

Thapsigargine 36,3 ± 16,3 + 13% 30,4 + 16% 

+ SKF96365 

Nitrate 

Contrôle 56,6 ± 8,8 47,5 

Thapsigargine 51,4±15,8 -9% 42,3 - 11 % 

Thapsigargine 52,2 ± 22,7 -8% 43 ,1 - 9% 

+ SKF96365 

4.1.3- Cytotoxicité du cadmium en présence de bloqueurs et d'ouvreurs de 
canaux calciques pour la lignée MG-63 
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Nous avons voulu évaluer l'effet de sept bloqueurs ou ouvreurs de canaux 

calciques sur la viabilité des cellules MG-63 en milieu de culture sans sérum et en 

présence de concentrations de Cd variant de 0 à 50 J.!M. En plus de la nifédipine et 

du vérapamil utilisé pour les expériences de transport, nous avons utilisé ici d'autres 

bloqueurs et ouvreurs afin de considérer d'autres voies d'entrée calciques pour le Cd. 

Également, cette étude avait pour but d'établir une corrélation entre la viabilité et 

l'accumulation cellulaires en présence de bloqueurs ou d ' ouvreurs. 

Les données obtenues à 1 'aide de 1 'essai MTT ont été analysées par régression 

non-linéaire (Matériel et méthodes, équation 3.4) et des valeurs de CL50 

(représentatives du potentiel toxique) sont présentées dans les tableaux 4.2 à 4.8. De 

plus, les points du graphique situés entre les valeurs de viabilités maximale et 

minimale sont analysés par régression linéaire afin d'obtenir des valeurs de pente. 

Ainsi, plus la pente a une valeur élevée, plus 1 'impact sera grand en terme de perte de 

viabilité pour une légère augmentation de la concentration d ' exposition au Cd. 

Finalement, l'efficacité du Cd est évaluée à 1 ' aide du pourcentage de mortalité 

maximale pour les concentrations utilisées. 

4.1. 3.1- Viabilité cellulaire en présence de nifédipine 

La nifédipine a été employée en tant que bloqueur des VDCC. Tel que 

présenté à la figure 4.lla et au tableau 4.5 , la nifédipine diminue la CL50 du Cd, mais 

de façon non significative, ce qui indique que la nifédipine ne semble pas affecter la 

sensibilité des cellules au Cd. Les données affichent cependant une grande variation 

et nos résultats suggèrent une tendance à la sensibilisation des cellules au Cd, cette 

tendance étant plus évidente à 100 1-1M de nifédipine. Les valeurs de pente et de 

plateau n ' indiquent également aucune différence significative de cytotoxicité du Cd 

en présence de nifédipine. Mentionnons que le traitement à la nifédipine seule 

n'affecte pas significativement la viabilité des cellules (Figure 4. 11 b ). 
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Figure 4.11: Viabilité cellulaire en présence de nifédipine (entre 0 et 100 !J.M) 
et de concentrations de Cd variant entre 0,25 et 50 !J.M (a) et activité MTT en 
présence de nifédipine (entre 0 et 100 !J.M) seule (b) mesurée dans la lignée 
MG-63. Les cellules ont été cultivées dans des plaques de 96 puits pendant 6 
jours. Au ëme jour, le milieu de culture a été remplacé par un milieu équivalent 
sans sérum pour un sevrage de 24h. Les cellules ont ensuite été traitées pendant 
24h à des concentrations de Cd variant de 0 à 50 )lM et à 0, 20, 50 et 100 )lM de 
nifédipine ajoutées au milieu de culture sans sérum. En a) les données sont 
exprimées en pourcentage de viabilité cellulaire en fonction du contrôle respectif (0 
)lM Cd) pour chacune des concentrations de nifédipine alors qu'en b) elles sont 
exprimées relativement à la valeur obtenue sans nifédipine. Les points 
représentent les moyennes ± écart-types d'au moins trois expériences 



indépendantes. Aucune différence significative comparativement à la condition 
sans bloqueur selon le test de Dmmett à comparaison multiple (b ). 

Tableau 4.5 : Paramètres de toxicité du Cd en présence de nifédipine à des 
concentrations variant entre 0 et 100 1-1M. 

Nifédipine so,..M 100 !J.M 
CLso (!lM Cd) 19 ±4 18 ± 8 17 ± 9 5 ± 5 

Pente -78 ± 8 -76 ± 18 -69 ± 19 :.46 ± 17 
(% viabilité/[Cd]) 
Plateau (% viabilité 16,8 ± 10 18,5 ± 23 20,4 ± 23 26,0 ± 19 
minimale) 

4.1. 3.2- Viabilité cellulaire en présence de vérapamil 
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Tout comme le nifédipine, le vérapamil a été utilisé comme bloqueur des 

VDCC. Les données obtenues à partir de la figure 4.12a et présentées au tableau 4.6 

nous montrent que le vérapamil n'affecte pas la sensibilité des cellules au Cd puisque 

les valeurs de CL50 obtenues sont semblables et que la variation dans la valeur des 

pentes n'est pas significative. Les valeurs minimales de plateaux, qui varient de 

façon non significative selon la concentration d'exposition au vérapamil, indiquent 

que le Cd possède le même pouvoir de cytotoxicité maximale quelle que soit la 

concentration de bloqueur utilisée. Ainsi , tout comme la nifédipine, le vérapamil ne 

semble avoir aucun effet. Il est à mentionner que le traitement au vérapamil seul 

n'affecte pas significativement la viabilité des cellules bien qu'une légère diminution 

soit observée pour des concentrations supérieures ou égales à 50 )lM (Figure 4.12b ). 
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Figure 4.12: Viabilité cellulaire en présence de vérapamil (entre 0 et 100 !J.M) 
et de concentrations de Cd variant entre 0,25 et 50 !J.M (a) et activité MTT en 
présence de vérapamil (entre 0 et 100 !J.M) seul (b) mesurée dans la lignée 
MG-63. Les cellules ont été cultivées dans des plaques de 96 puits pendant 6 
jours. Au 6 ème jour, le milieu de culture a été remplacé par un mi lieu équivalent 
sans sérum pour un sevrage de 24h. Les cellules ont ensuite été traitées pendant 
24h à des concentrations de Cd variant de 0 à 50 )lM et à 0, 20, 50 et 100 )lM de 
vérapamil ajoutées au milieu de culture sans sérum. En a), les données sont 
exprimées en pourcentage de viabi lité cellulaire en fonction du contrôle respectif (0 
)lM Cd) pour chacune des concentrations de vérapamil, alors qu'en b) elles sont 
exprimées relativement à la valeur obtenue en absence de vérapamil. Les points 
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représentent les moyennes ± écart-types d'au moins trois expériences 
indépendantes. Aucune différence significative comparativement à la condition 
sans bloqueur selon le test de Dunnett à comparaison multiple (b ). 

Tableau 4.6 : Paramètres de toxicité du Cd en présence de vérapamil à des 
concentrations variant entre 0 et 100 )lM. 

Vérapamil 20).1M lOO 1-1M 
CLso ()lM Cd) 21 ± 2 21 ± 1 22 ± 3 22 ± 2 

Pente -95 ± 17 -102 ± 18 -134 ± 29 -134 ± 23 
(%viabilité/[Cd]) 
Plateau (% viabilité 11 ,2 ± 6 12,5 ± 3 14, 1 ± 6 8,0 ± 5 
minimale) 

4.1. 3. 3- Viabilité cellulaire en présence de Bay-K8644 
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Par opposition aux deux bloqueurs utilisés précédemment, le Bay-K8644 a été 

employé en tant qu'ouvreur des VDCC. Selon la figure 4.13a et les données 

présentées au tableau 4.7, le Bay-K8644 ne semble pas affecter la CL50 du Cd, peu 

importe sa concentration. Les valeurs de pente obtenues ne varient pas de façon 

significative, ce qui démontre que le Bay-K8644 n'affecte pas la sensibilité des 

cellules au Cd pour une même variation de concentration. Les valeurs de plateau de 

viabilités minimales obtenues ne varient pas de façon significative, ce qui montre que 

la toxicité maximale du Cd n' est pas affectée par la présence de Bay-K8644. 

Mentionnons que le traitement au Bay-K8644 seul n'affecte pas significativement la 

viabilité des cellules (Figure 4.13b). 
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Figure 4.13: Viabilité cellulaire en présence de Bay-K8644 (entre 0 et 100 1J.M) 
et de concentrations de Cd variant entre 0,25 et 75 1-1M (a) et activité MTT en 
présence de Bay-K8644 (entre 0 et 100 IJ.M) seul Cd (b) mesurée dans la lignée 
MG-63. Les cellules ont été cultivées dans des plaques de 96 puits pendant 6 
jours. Au 6ème jour, le milieu de culture a été remplacé par un mi lieu équivalent 
sans sérum pour un sevrage de 24h. Les cellules ont ensuite été traitées pendant 
24h à des concentrations de Cd variant de 0 à 75 11M et à 0, 20, 50 et 100 11M de 
Bay-K8644 ajoutées au milieu de culture sans sérum. En a), les données sont 
exprimées en pourcentage de viabilité cellulaire en fonction du contrôle respectif (0 
11M Cd) pour chacune des concentrations de Bay-K8644, alors qu'en b) elles sont 
exprimées relativement à la valeur obtenue en absence de Bay-K8644. Les points 
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représentent les moyennes ± écart-types d'au moins quatre expenences 
indépendantes . Aucune différence significative comparativement à la condition 
sans blagueur selon le test de Dunnett à comparaison multiple (b ). 

Tableau 4.7 : Paramètres de toxicité du Cd en présence de Bay-K8644 à des 
concentrations variant entre 0 et 100 )lM. 

Bay-K8644 01-1M 20 1-1M 50 1-1M 100 1-1M 
CLso ()lM Cd) 20 ± 4 18 ± 3 18 ± 3 20 ± 3 

Pente -78 ± 7 
(% viabilité/[Cd]) 

-77 ± 9 -88 ± 9 -83 ± 10, 

Plateau (% viabilité 15,2 ± 8 17,8 ± 6 16,4 ± 6 15,2 ± 7 
minimale) 

4.1.3.4- Viabilité cellulaire en présence de SKF96365 
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Le SKF96365 a été utilisé pour bloquer les TRPC. D'après les résultats 

présentés à la figure 4.14b, lorsqu'il est utilisé en absence de Cd, le SKF96365 réduit 

faiblement l 'activité MIT, cet effet devenant significatif à la plus forte concentration 

d'exposition. En faisant abstraction de cet effet, les résultats obtenus avec le 

SKF96365 et présentés à la figure 4.14a et au tableau 4.8 ne démontrent pas de 

variation significative de la CL50 du Cd. De plus, les valeurs de pente ne sont pas 

significativement différentes les unes des autres, ce qui nous démontre que le 

SKF96365 n'a pas d 'effet sur la sensibilité cellulaire au Cd. Les valeurs de plateau 

de viabilités minimales sont faibles , variant entre 0 et 6,3 indépendamment de la 

concentration d'exposition, ce qui montre que le SKF96365 n'a pas non plus d'effet 

sur le pouvoir cytotoxique maximal du Cd. 
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Figure 4.14: Viabilité cellulaire en présence de SKF96365 (entre 0 et 100 !lM) 
et de concentrations de Cd variant entre 0,25 et 50 11M (a) et activité MTT en 
présence de SKF96365 (entre 0 et 10 !lM) seul (b) mesurée dans la lignée MG-
63 . Les cellules ont été cultivées dans des plaques de 96 puits pendant 6 jours. Au 
6ème jour, le milieu de culture a été remplacé par un milieu équivalent sans sérum 
pour un sevrage de 24h. Les cellules ont ensuite été traitées pendant 24h à des 
concentrations de Cd variant de 0 à 50!-lM et à 0, 2, 5 et 10 !lM de SKF96365 
ajoutées au milieu de culture sans sérum. En a), les données sont exprimées en 
pourcentage de viabilité cellulaire en fonction du contrôle respectif (0 !lM Cd) pour 
chacune des concentrations de SKF96365, alors qu'en b) elles sont exprimées 
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relativement à la valeur obtenu en absence de SKF96365. Les points représentent 
les moyennes ± écart-types d'au moins trois expériences indépendantes. * 
significativement différent comparativement à la condition sans SKF96365 selon le 
test de Dunnett à comparaison multiple (p < 0,05). 

Tableau 4.8 : Paramètres de toxicité du Cd en présence de SKF96365 à des 
concentrations variant entre 0 et 10 f!M. 

SKF96365 

CLso (!-lM Cd) 23 ± 8 21 ± 5 21 ± 6 25 ± 10 

Pente -76 ± 9 -86 ± 8 -95 ± 13 -81 ± 12 
(% viabilité/ fCdl) 
Plateau (% viabilité 0 ± 19 3,3 ± 13 3,6 ± 14 0 ±21 
minimale) 

4.1 .3.5- Viabilité cellulaire en présence de 2APB 
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Le 2APB a aussi été employé en tant que bloqueur des TRPC. Le 2APB 

possède une action beaucoup moins spécifique que le SKF96365. Il est aussi connu 

comme activateur de TRPV, de TRPM6 et comme bloqueur de TRPM7 et TRPM8. 

Le 2APB employé en absence de Cd fait diminuer la viabilité cellulaire, ce qui 

augmente avec la concentration d'exposition (figure 4.15b ). En rapportant les 

résultats obtenus par rapport à chacune des valeurs contrôle respective (prétraitement 

de 2APB seul), il semble que des concentrations inférieures ou égales à 20 llM de 

2APB n'affectent pas la CL5o du Cd (figure 4.15a et tableau 4.9). Cependant, lorsque 

la concentration d 'exposition au 2APB passe de 20 à 50 llM la CL50 du Cd augmente, 

possiblement dû à un effet protecteur du 2APB. Le 2APB aurait aussi un effet 

protecteur contre la toxicité maximale du Cd puisque les valeurs de plateau de 

viabilité minimale sont plus élevées en présence de 50 et 100 llM de 2APB. Les 

valeurs de pentes ne varient cependant pas de façon significative. 
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Figure 4.15: Viabilité cellulaire en présence de 2APB (entre 0 et 100 !lM) et de 
concentrations de Cd variant entre 0,25 et 50 !lM (a) et activité MTT en 
présence de 2APB (entre 0 et 100 !lM) seul (b) mesurée dans la lignée MG-63. 
Les cellules ont été cultivées dans des plaques de 96 puits pendant 6 jours. Au 6ème 
jour, le milieu de culture a été remplacé par un milieu équivalent sans sérum pour 
un sevrage de 24h. Les cellules ont ensuite été traitées pendant 24h à des 
concentrations de Cd variant de 0 à 50 f!M et à 0, 20, 50 et 100 !-LM de 2APB 
ajoutées au milieu de culture sans sérum. En a), les données sont exprimées en 
pourcentage de viabilité cellulaire en fonction du contrôle respectif (0 f!M Cd) pour 
chacune des concentrations de 2APB, alors qu'en b) elles sont exprimées 
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relativement à la valeur obtenue en absence de 2APB. Les points représentent les 
moyennes ± écart-types d'au moins trois expériences indépendantes. ** 
significativement différent comparativement à la condition sans 2APB selon le test 
de Dunnett à comparaison multiple (p < 0,01) . 

Tableau 4.9 : Paramètres de toxicité du Cd en présence de 2APB à des 
concentrations variant entre 0 et 100 flM. 

2APB 0~-tM 20 ~tM 50 ~tM 100 ~tM 
CLso (f.lM Cd) 15 ± 3 15 ± 3 22 ± 2 24 ± 4 

Pente -80 ± 7 -78 ± 6 -105 ± 12 -lOO ± 14 
(% viabilité/[Cd]) 
Plateau (% viabilité 3,7 ± 10 10,44 ± 9 26,8 ± 6 21 ,56 ± lü 
minimale) 

4.1 . 3. 6- Viabilité cellulaire en présence de capsazépine 
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Nous avons utilisé la capsazépine en tant que bloqueur des TRPM8. 

Lorsqu'elle est employée en absence de Cd, nos résultats, présentés à la figure 4.16b, 

démontrent que la capsazépine réduit l'activité MTT (perte de viabilité cellulaire), et 

ce de façon dose-dépendant. Les résultats obtenus avec la capsazépine et le Cd, une 

fois exprimés par rapport à la valeur contrôle respective, signalent que la valeur de 

CL50 du Cd ne varie pas de façon significative en présence du bloqueur (Figure 4.16a, 

tableau 4.1 0). Les valeurs de pente ne sont pas significativement différentes. Les 

valeurs de plateau de viabilités minimales augmentent avec la concentration du 

bloqueur. La capsazépine semble protéger les cellules en diminuant le pouvoir 

cytotoxique maximal du Cd. 
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Figure 4.16: Viabilité cellulaire en présence de capsazépine (entre 0 et 100 
~M) et de concentrations de Cd variant entre 0,25 et 50 ~M (a) et activité 
MTT en présence de capsazépine (entre 0 et 100 ~M) seule (b) mesurée dans la 
lignée MG-63 . Les cellules ont été cultivées dans des plaques de 96 puits pendant 
6 jours. Au 6èmc jour, le milieu de culture a été remplacé par un milieu équivalent 
sans sérum pour un sevrage de 24h. Les cellules ont ensuite été traitées pendant 
24h à des concentrations de Cd variant de 0 à 50 J.!M et à 0, 20, 50 et 100 J.!M de 
capsazépine ajoutées au milieu de culture sans sérum. En a), les données sont 
exprimées en pourcentage de viabilité cellulaire en fonction du contrôle respectif (0 
J.!M Cd) pour chacune des concentrations de capsazépine, alors qu'en b) elles sont 



exprimées relativement à la valeur obtenue en absence de capsazépine. Les points 
représentent les moyennes ± écart-types d'au moins trois expériences 
indépendantes. * et ** significativement différent comparativement à la condition 
sans capsazépine selon le test de Dunnett à comparaison multiple (* p < 0,05 ; ** p 

< 0,01). 

Tableau 4.10: Paramètres de toxicité du Cd en présence de capsazépine à des 
concentrations variant entre 0 et 100 11M. 

capsazépine 100 ~tM 

CLso (!lM Cd) 13 ± 3 14±4 12 ± 4 13 ± 6 

Pente -85 ± 15 -68 ± 12 -63 ± 9 -42 ± 18 
(% viabilité/[Cd]) 
Plateau (% viabilité 7,6 ± 10 17,5 ± 11 36,8 ± 8 65 ,7 ± 8 
minimale) 

4.1.3. 7- Viabilité cellulaire en présence d 'icilin 
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Contrairement à la capsazépine, l'icilin a été employé comme ouvreur des 

TRPM8. Les résultats de la figure 4.17b montrent que lorsque l' icilin est présent seul 

dans le milieu d 'exposition, il exerce un léger effet cytotoxique dépendant de la 

concentration mais non significatif. Les résultats présentés à la figure 4.17a et au 

tableau 4.11 suggèrent que la valeur de CL50 du Cd n'est pas affectée par la présence 

d'icilin quelque soit sa concentration. De même, les valeurs de pente ainsi que de 

toxicité maximale ne varient pas de façon significative. 
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Figure 4.17: Viabilité cellulaire en présence de icilin (entre 0 et 100 r.tM) et de 
concentrations de Cd variant entre 0,25 et 50 r.tM (a) et activité MTT en 
présence de icilin (entre 0 et 100 r.tM) seul (b) mesurée dans la lignée MG-63. 
Les cellules ont été cultivées dans des plaques de 96 puits pendant 6 jours. Au 6ème 
jour, le milieu de culture a été remplacé par un milieu équivalent sans sérum pour 
un sevrage de 24h. Les cellules ont ensuite été traitées pendant 24h à des 
concentrations de Cd variant de 0 à 50 ).lM et à 0, 20, 50 et 100 ).lM de ici lin 
ajoutées au milieu de culture sans sérum. En a), les données sont exprimées en 
pourcentage de viabilité cellulaire en fonction du contrôle respectif (0 ).lM Cd) pour 
chacune des concentrations de icilin, alors qu'en b) elles sont exprimées 
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relativement à la valeur obtenue en absence de icilin. Les points représentent les 
moyennes ± écart-types d'au moins trois expériences indépendantes. Aucune 
différence significative comparativement à la condition sans bloqueur selon le test 
de Dunnett à comparaison multiple. 

Tableau 4.11: Paramètres de toxicité du Cd en présence de icilin à des 
concentrations variant entre 0 et 100 f.LM. 

Icilin 50 11M 
CLso (f.LM Cd) 14 ± 4 14 ± 3 15 ± 3 17 ± 6 

Pente -88 ± 19 -89 ± Il -78± 15 -73 ± 19 
(% viabilité/[Cd]) 
Plateau (% viabilité 8,4 ± 12 9, 1 ± 8 13,85 ± 10 14,2± 17 
minimale) 
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4.1. 4- Comparaison entre la lignée MG-63 et deux autres modèles cellulaires 
ostéoblastiques, SaOS-2 et U20S 

4.1. 4.1- Viabilité cellulaire en fonction de 1 'augmentation de la concentration 
de cadmium dans les trois lignées 

En plus de la lignée MG-63 , nous nous sommes intéressés à deux autres 

modèles ostéoblastiques humains, la lignée SaOS-2 et la lignée U20S. Il est 

intéressant de comparer quelques résultats préliminaires obtenus avec ces deux autres 

lignées et de souligner leurs différences et leurs ressemblances. 

En premier lieu, nous avons comparé la toxicité du Cd ajouté à un milieu de 

culture sans sérum pour ces trois lignées. La figure 4.18 montre qu 'une augmentation 

de la concentration de Cd dans le milieu de culture réduit graduellement la viabilité 

des cellules, et ce pour les trois lignées. L'analyse des courbes de viabilité a permis 

d'obtenir les valeurs de CL50 pour chaque lignée (tableau 4.12). Ces valeurs 

démontrent que la lignée MG-63 , qui possède la CL50 la plus faible , est plus sensible 
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au Cd que la lignée U20S pour laquelle le Cd possède la CL50 la plus élevée. Les 

différences entre les valeurs de pente de toxicité entre les lignées MG-63 et U20S 

d'une part, de même qu'entre les lignées SaOS-2 et U20S d'autre part, ne sont pas 

significatives. Cependant, les pentes de toxicité entre les lignées MG-63 et SaOS-2 

sont significativement différentes et indiquent que la lignée MG-63 est plus sensible à 

une légère augmentation de la concentration de Cd. C'est dans la li gnée U20S que le 

plateau de viabilités minimales est le plus faible (toxicité maximale plus importante), 

suivie de la lignée MG-63 puis de la lignée SaOS-2. 
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Figure 4.18 : Viabilité cellulaire et comparaison des CL50 à l'aide de l'essai 
MTT dans les lignées MG-63, SaOS-2 et U20S. Les cellules ont été cultivées 
dans des plaques de 96 puits pendant 6 jours. Au 6ème jour, le milieu de culture a 
été remplacé par un milieu équivalent sans sérum pour un sevrage de 24h. Les 
cellules ont ensuite été traitées à des concentrations de Cd variant de 0,5 à 200 11M 
ajoutées au milieu de culture sans sérum. Les données sont exprimées en 
pourcentage de viabilité cellulaire en fonction du contrôle. Les points représentent 
les moyennes ± écart-types d'au moins trois expériences indépendantes. 



Tableau 4.12: Paramètres de toxicité du Cd dans les lignées 
MG-63 , SaOS-2 et U20S 

MG-63 SaOS-2 U20S 

CLso (!J.M Cd) 16 ± 2 30 ± 6 55 ± 4 

Pente -82 ± 6 -37 ± 4 -83 ± 9 

(% viabil ité/[ Cd]) 

Plateau (% viabilité) 5 ± 4 10 ± 3 0 ± 2 

4.1 .4.2- Accumulation cellulaire de 109Cd en f onction du temps d; ns les trois 
lignées 
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Ensuite, nous avons mesuré l'accumulation cellulaire de 109Cd en milieu de 

culture sans sérum, sur une période de 24 heures, dans les trois lignées. Nos résultats 

présentés à la figure 4.19 indiquent qu ' il n ' existe aucune différence significative dans 

le transport de Cd entre les lignées MG-63 et U20S. Cependant, la lignée SaOS-2 se 

distingue de la lignée U20S par une accumulation significativement plus élevée à 

tous les temps à l' exception de 2 et 24 heures . L ' accumulation de Cd est aussi 

significativement plus grande pour la lignée SaOS-2 que pour la lignée MG-63 à 5 et 

15 minutes. Il est à noter qu'il n ' y a pas de différence significative d ' accumulation 

entre chaque lignée après 24 heures. 
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Figure 4.19 : Accumulation cellulaire de 109Cd en fonction du temps dans les 
cellules MG-63, SaOS-2 et U20S. Les cellules ont été cultivées dans des Pétris 
de 35 mm pendant 6 jours. Au 6ème jour, le milieu de culture a été remplacé par un 
milieu équivalent sans sérum pour un sevrage de 24h . Les cellules ont été 
exposées à 0,5 11M 109Cd en milieu de culture sans sérum pour les durées 
suivantes : 1, 5, 15, 30 minutes et 1, 2, 4 et 24 heures. Les points représentent les 
moyennes ± écart-types d'au moins trois expériences indépendantes. a = différence 
significative entre MG-63 et SaOS-2 et b = entre SaOS-2 et U20S selon une 
analyse de variance (ANOV A) suivi du test de Tukey à comparaison multip le (p< 
0,05). 

4.1.4.3- Effet du cadmium sur l'expression d'ARN messager de 
métallothionéines et de HSP70 dans les trois lignées 

Nous avons fait quelques expériences préliminaires avec les trois lignées afin 

de vérifier si la présence de Cd dans le milieu d'exposition induit la synthèse 

d'ARNm de MTs et de HSP70, deu x protéines connues pour leur rôle protecteur. Les 

résu ltats préliminaires présentés aux figures 4.20 à 4.22 n'indiquent aucune induction 
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de HSP70 ou de Mis, que ce soit à 1, 6, 14 ou 24 heures. Notons que les ratios 

présentés dans ces figures sont normalisés par rapport au ratio Ctrl (soit MII /2 1 

GAPDH = 1). Chacune des lignées expriment les ARNm de Mis et de HSP70, tant 

pour les cellules non exposées (contrôle) que pour les cellules exposées au Cd. 

ctrl 1 h 14h 

0,85 1.01 ratio 

HSP70 

ratio 

200pb-+ MT1/2 

GAPDH 

Figure 4.20: Amplification par RT-PCR des ARN messagers de 
métallothionéines et de HSP70 dans la lignée MG-63. Les cellules ont été 
cultivées dans des Pétris de 60 mm pendant 6 jours. Au 6ème jour, le milieu de 
culture a été remplacé par un milieu équivalent sans sérum pour un sevrage de 24h 
(contrôle :ctrl) . Les cellules ont été ensuite exposées à 10 11M Cd en milieu de 
culture sans sérum pendant lb et 4h. Le marqueur de longueur de nucléotide est à 
gauche. Les produits de RT-PCR ont été révé lés sur gel d 'agarose tel que décrit 
dans la section Matériel et méthodes. Les niveaux d'expression de MTl /2 et de 
HSP70 sont d'abord normalisés en fonction de l'expression de GAPDH, puis les 
ratios sont exprimés par rapport au ratio Ctrl fixé à 1. 
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Figure 4.21 : Amplification par RT -PCR des ARN messager de 
métallothionéines et de HSP70 dans la lignée SaOS-2. Les cellules ont été 
cultivées dans des Pétris de 60 mm pendant 6 jours. Au 6ème jour, le milieu de 
culture a été remplacé par un milieu équivalent sans sérum pour un sevrage de 24h 
(contrôle :ctrl). Les cellules ont été ensuite exposées à l 0 11M Cd en milieu de 
culture sans sérum pendant lh et 6h. Le marqueur de longueur de nucléotides. Les 
produits de RT-PCR ont été révélés sur gel d 'agarose tel que décri t dans la section 
Matériel et méthodes. Les niveaux d 'express ion de MTI/2 et de HSP70 sont 
d'abord normalisés en fonction de l'express ion de GAPDH, puis les ratios sont 
exprimés par rapport au ratio Ctr l fixé à 1. 
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Figure 4.22 : Amplification par RT -PCR des ARN messager de 
métallothionéines et de HSP70 dans la lignée U20S. Les cellules ont été 
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cultivées dans des Pétris de 60 mm pendant 6 jours. Au 6ème jour, le milieu de 
culture a été remplacé par un milieu équivalent sans sérum pour un sevrage de 24h 
(contrôle :ctrl). Les cellules ont été ensuite exposées à 10 11M Cd en milieu de 
culture sans sérum pendant lh, 14h et 24h . Le marqueur de longueur de 
nucléotides est à gauche. Les produits de RT-PCR ont été révélés sur gel d'agarose 
tel que décrit dans la section Matériel et méthodes. Les niveaux d'expression de 
MTl /2 et de HSP70 sont d'abord normalisés en fonction de l' expression de 
GAPDH, puis les ratios sont exprimés par rapport au ratio Ctrl fixé à 1. 
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CHAPITRE 5 

5.1- DISCUSS ION 

5.1 .1- Cytotoxicité du cadmium et mécanismes de résistance 

La toxicité du Cd dans les cellules ostéoblastiques MG-63 a été évaluée à 

l'aide de 1 'essai MTT après une exposition de 24 heures. Cet essai est utilisé 

couramment afin de quantifier la cytotoxicité d 'une variété de composés (Mosmann, 

1983; Loveland et al., 1992; Hussaïn et al., 1993; Watjen et al., 2002; Dehn et al. , 

2004). Les résultats obtenus nous démontrent clairement que le Cd est cytotoxique 

pour les ostéoblastes MG-63 (CL50 = 15,5 ± 1,1 )lM; figure 4.1 ). De même, le Cd est 

cytotoxique pour les lignées d 'ostéoblastes SaOS-2 et U20S (figure 4.18). La 

cytotoxicité observée pour ces deux lignées est cependant moins importante (CL50 

respectives de 30 ± 6 et 55 ± 4 )lM). Les différentes valeurs de CL50 obtenues sur les 

trois lignées nous indiquent que le Cd peut être jusqu'à 3 fois plus toxique dans les 

cellules MG-63. Des essais de cytotoxicité réalisés sur d 'autres types cellulaires 

démontrent également une grande variabilité dans les valeurs de CL50 obtenues. Par 

exemple, Qu et al. (2005) ont obtenu une valeur de CL50 de 3,5 ± 0,4 )lM en utili sant 

les cellules épithéliales hépatiques TRL1215 et le réactif d 'Owen pour quantifier le 

formazan formé après 24 heures d 'exposition au Cd. La valeur de CL50 obtenue à 

l' aide de l' essai MTT, toujours après 24 heures, est de 0,7 )lM dans les cellules C7 

provenant d'un gliome (tumeur cérébrale) (Watjen et al. , 2002), de 6,2 )lM dans les 

hépatocytes de la lignée HepG2 (Dehn et al., 2004) et de 50-60 )lM dans la lignée 

cellulaire LLC-PKl dérivée de cellules du tubule rénal proximal (Olabarrietaa et al. , 

2001 ). Pour le même essai effectué sur des cultures primaires d'hépatocytes, Delraso 

et son équipe (2003) ont obtenu une valeur de 14,3 ± 3,9 )lM après 23 heures 

d'exposition et Fotakis et ses collègues (2006a) ont obtenu une valeur de 15 )lM 

après 24 heures, ces valeurs étant comparables à celle obtenue dans nos travaux avec 
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la lignée MG-63. À notre connaissance, c'est la première fois que des valeurs de 

CL50 sont estimées pour des lignées de cellules ostéoblastiques. 

Pour causer la toxicité observée, le Cd doit entrer dans les ostéoblastes. Les 

résultats obtenus nous indiquent que 1 ' accumulation du Cd, mesurée sur une période 

de 24 heures, augmente en fonction du temps. Puisqu ' il n 'y a pas de différence 

d'accumulation observable entre les trois lignées après 24 heures (figure 4.19), la plus 

grande sensibilité au Cd de la lignée MG-63 ne peut être liée à une plus grande 

accumulation. Il semble donc que la variation de sensibilité soit liée à certains 

mécanismes cellulaires qui réduisent la toxicité du Cd et diffèrent entre les lignées. 

La lignée U20S, qui possède la valeur de CL50 la plus élevée des trois, semble être en 

mesure de mieux se protéger. 

Certains mécanismes de protection, telle la présence ou 1 'induction de MTs et 

de HSP70, peuvent intervenir dans cette gestion de la toxicité du Cd intracellulaire. 

Parmi tous les métaux, le Cd est celui qui possède la plus grande capacité d'induction 

des MTs (Waalkes et Ward, 1989). À l'aide de lignées cellulaires ou de souris 

transgéniques , il a été montré qu'une déficience en MT augmente la sensibilité au Cd 

(Klassen et al. , 1999). Bien que chacune des lignées ostéoblastiques employées 

exprime les ARNm de MTs et de HSP70, nos essais préliminaires n ' indiquent aucune 

induction de MTs (figures 4 .20-4.22). Ce dernier résultat n ' appuie pas notre 

hypothèse voulant que les lignées déficientes en p53 (MG-63 et SaOS-2) possèdent 

un niveau nul d ' induction des MTs comparativement à la ligné U20S, p53 

compétente. Cependant, nous maintenons notre hypothèse, puisque d ' autres essais 

doivent encore être réalisés. Rappelons que cette hypothèse était basée sur les 

observations de Fan et Cherian (2002) qui ont montré qu ' une lignée de cellules 

épithéliales provenant d 'un cancer du sein et p53 déficiente était incapable de 

surexprimer les MTs ou d'initier l' apoptose après l' addition de Cd au milieu de 

culture, contrairement à la même lignée p53 compétente . 

De plus, une variation remarquable dans le niveau d'expression des MTs dans 

le fo ie, les reins et les globules rouges a été rapportée chez l'humain (Hei lmaier et al., 
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1987; Silevis-Smitt et al. , 1992; Yoshida et al., 1998; Wu et al., 2000). Nous croyons 

que les ostéoblastes n'échappent pas à cette variation et c'est pourquoi il serait 

intéressant de comparer le niveau d'expression basale de ces ARNm dans les trois 

modèles cellulaires. Ainsi, il faudrait faire migrer les produits de PCR de GAPDH et 

de Mis de chaque lignée sur un même gel d'agarose et comparer les niveaux de 

ARNm de Mis normalisés sur ceux de GAPDH. Une même réaction de PCR menée 

parallèlement sur les trois lignées serait aussi préférable. Notons que pour une suite 

d'expériences futures, il serait intéressant d'évaluer si le sevrage en FBS modifie les 

niveaux de Mis et de HSP70 afin de s'assurer si le sevrage en lui-même induit 

l' expression de Mis ou de HSP70 auquel cas, l'effet du Cd pourrait être mal-évalué. 

Aussi, il faut mentionner que nous avons examiné l'expression des ARNm 

exclusivement. Il est possible que le niveau des transcrits ne reflète pas la quantité de 

protéines matures. Voilà pourquoi étudier l'expression de ces protéines serait 

également souhaitable. Il faudrait aussi vérifier les conditions d ' amplification afin de 

s'assurer que les cycles de PCR sont optimisés et les réactions d'amplification non 

saturées afin de générer des quantités optimales d'amplicons (portion linéaire 

d ' amplification) . Finalement, il est aussi possible que le système GSH soit un 

élément important impliqué dans la protection des ostéoblastes contre la toxicité du 

Cd et que la capacité de ce type de protection varie d'une lignée ostéoblastique à 

l'autre. Vérifier si l'expression même de GSH peut varier après exposition au Cd 

serait alors pertinent. 

5.1.2- Transport de cadmium et spéciation inorganique 

L'étude de l'accumulation de 109Cd sur temps courts a permis de caractériser 

le transport de ce métal dans les cellules MG-63. La présence de Cd non radioactif en 

concentration jusqu 'à 200 fois plus élevée que le traceur, utilisé en tant qu ' inhibiteur 

compétitif, a fortement diminué l'accumulation de 109Cd démontrant clairement la 

présence de mécanismes spécifiques impliqués dans le transport de Cd dans les 

ostéoblastes MG-63. La portion de 109Cd qui n'est pas inhibée peut être attribuée au 



83 

transport non spécifique (diffusion passive). Les résultats obtenus à partir d'études 

d'accumulation de Cd réalisées sur les cellules entérocytaires TC7 (Jumarie et al. , 

1997) et HIEC (Bergeron et Jumarie, 2006) démontrent également 1 'implication 

parallèle de mécanismes de transport spécifiques et non spécifiques. 

À partir des résultats de transport obtenus sur temps courts en présence et en 

absence de lOO J.!M de Cd, le temps de transport initial a été fixé à 3 minutes afin 

d'obtenir un rapport signal-bruit suffisant. Cependant, il est important de souligner 

que la détermination des paramètres cinétiques V max et Km doit optimalement être 

faite en conditions de vitesse initiale (conditions de linéarité d'accumulation en 

fonction du temps). Nous considérons toutefois que la vitesse d'accumulation 

mesurée à 3 minutes est suffisamment représentative de la phase membranaire du 

processus d'accumulation bien que la valeur de vitesse initiale soit sous-évaluée. 

La valeur de V max pour le transport de Cd en milieu chlorure obtenue dans la 

lignée MG-63 (261 ± 59 pmol/3min/mg protéine; figure 4.4) diffère peu de celles 

obtenues par Bergeron et Jumarie (2006) dans les cellules intestinales HIEC (342 ± 

76 pmol/3min/mg protéine) et par Pham et al. (2004) (219 ± 45 pmol/min/mg 

protéine) dans les cultures primaires d'hépatocytes de rat dans les même conditions 

expérimentales. Par contre, les valeurs de Km sont différentes (13 ,5 ± 2,7 dans les 

cellules MG-63; 5,1 ± 1,1 J.!M dans les cellules HIEC et 3,5 ± 0,8 J.!M dans les 

hépatocytes) indiquant ainsi des affinités variables pour le transport de Cd selon le 

type cellulaire. La concentration de 109Cd utilisée ici (0,5J..tM) étant très faible 

comparativement au Km obtenu alors que la concentration de Cd étant saturante, les 

conditions expérimentales de déplacement du 109Cd par le Cd (i.e. inhibition du 

transport du traceur par le Cd) apparaissent optimales. La valeur de k0 obtenue dans 

les cellules MG-63 est 7,9 ± 0,9 pmol/3 min/mg protéine/J..tM. Il semble que le 

transport non spécifique varie dépendamment des lignées étudiées . En utilisant un 

milieu chlorure et la même technique de déplacement du traceur par le Cd, Bergeron 

et Jumarie (2006) ont obtenu une valeur de k0 de 31 ,5 ± 2,6 pmol/3 min/mg 
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protéine/J.lM alors que Pham et al. (2004) ont obtenu une valeur de 20 ± 2 

pmol/min/mg protéine/J.lM. La composante non spécifique du transport de Cd varie 

donc aussi selon le type cellulaire. 

Selon l' étude de spéciation d'Élisma et Jumarie (2001), l' accumulation non 

spécifique de Cd ne varie pas en fonction de sa spéciation inorganique (modifiée à 

l'aide de milieu chlorure ou nitrate). Logiquement, le transport non spécifique ne 

devrait pas changer si, dans les deux milieux d'exposition, les mêmes formes 

chimiques entrent par diffusion passive dans les mêmes proportions. Cependant, nos 

résultats ne concordent pas avec cette logique. Il est étonnant qu'en milieu nitrate, où 

la concentration de Cd2
+ est beaucoup plus grande qu ' en milieu chlorure, le transport 

non spécifique soit plus élevé (figure 4.6) étant donné qu'une moins grande 

perméabilité passive est suspectée pour le Cd2
+ comparativement aux 

chlorocomplexes. Dans 1 'étude de Bergeron et Jumarie (2006), 1 'accumulation non 

spécifique de 109Cd dans les cellules HIEC est également plus grande en milieu 

nitrate, mais sa contribution au transport total demeure similaire. Il en est de même 

pour nos résultats qui montrent qu'en milieu chlorure et en milieu nitrate, la 

contribution de l' accumulation non spécifique à l' accumulation totale est 

respectivement de 16% et 18% après trois minutes. Bien que l' accumulation totale 

augmente de 76% en milieu nitrate, aucune corrélation directe ne peut être établie 

entre cette augmentation et celle de la concentration de Cd2
+, ce qui suggère que le 

Cd2
+ n'est pas la seule forme chimique impliquée dans l'accumulation de Cd. Ainsi, 

nous émettons l' hypothèse que les chlorocomplexes (CdCl/ ") peuvent être 

considérés comme étant aussi transportés dans les ostéoblastes MG-63 , tel qu ' observé 

dans la lignée entérocytaire TC7 (Jumarie et al. , 2001) et suggéré pour les cellules 

HIEC de la crypte intestinale (Bergeron et Jumarie, 2006). Il est aussi possible que 

des systèmes de transport à très haute affinité pour le Cd2
+ soit saturé aux 

concentrations de 109Cd utilisées, ce qui expliquerait l ' absence de corrélation entre 

l'augmentation de la concentration de Cd2
+ et l ' accumulation cellulaire. 
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5.1.3- Mimétisme ionique et systèmes de transport membranaire 

Pour s'accumuler à l ' intérieur de la cellule, le Cd doit traverser la membrane 

cellulaire, ce qui représente la première étape critique vers le processus de toxicité. 

Puisque le Cd ne possède aucun rôle physiologique connu, il est permis de croire 

qu ' il emprunte des voies d'entrée destinées aux éléments essentiels . Bien que le Cd2
+ 

ne semble pas être la seule forme transportée, sa participation à l'accumulation totale 

demeure importante. Nos résultats démontrent qu 'une portion significative (- 33%) 

de 1 'accumulation cellulaire est inhibée par la présence de Ca en milieu chlorure et 

nitrate (figure 4.7). Le fait que cette proportion accumulée et sensible au Ca soit 

similaire dans les deux milieux semble indiquer que le système de transport emprunté 

par 1 'ion libre serait déjà saturé en milieu chlorure par une concentration de Cd2
+ de 

0.07 11M (14% de 0.5 11M). Ainsi, lorsque la concentration de l'ion libre passe à 0.4 

11M (80% de 0.5 11M) en milieu nitrate, aucune augmentation du pourcentage 

d'inhibition ne pourrait être observée. Cette saturation possible du système de 

transport pourrait s ' expliquer par une affinité très élevée du Cd2
+ (très faible valeur 

de Km) alors que l'affinité des chloro-complexes pour un autre système de transport 

serait plus faible. Il apparaît clair qu 'une partie de 1' entrée de Cd dans les cellules 

MG-63 est inhibée par le Ca et donc que le transport de Cd2
+ peut impliquer des 

canaux calciques, ceux-ci étant sélectif pour les cations divalents. Les études de 

Foulkes (1985), conduites sur des jéjunums de rat, ont démontré une inhibition de 

l'accumulation de Cd par le Ca. Bergeron et Jumarie (2006) observent également une 

diminution de 30% de l' accumulation de Cd dans les cellules HIEC en présence de 

Ca en milieu nitrate. Ainsi, nous avons émis 1 'hypothèse à ce moment du projet que 

le Cd2
+ entre par les canaux calciques de type voltage-dépendants (VDCC) dans les 

ostéoblastes MG-63 , hypothèse inspirée d ' études menées sur d ' autres modèles 

cellulaires (Hinkle et al. , 1987; Friedman et Gesek, 1994; Souza et al. , 1996; Baker et 

al., 2003 ; Fotakis et Timbrell, 2006b) . 

Pour tester cette hypothèse, nous avons utilisé une concentration de K de près 

de 17 fois plus élevée que celle du milieu contrôle (1 00 mM versus 5,9 mM) afin de 
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dépolariser la membrane cellulaire et ainsi favoriser l'ouverture des VDCC. Dans ce 

même but, Leslie et ses collègues (2002) ont utilisé, dans le milieu d'exposition au 

Cd, une concentration de K dix fois supérieure à celle du milieu contrôle (54 mM 

versus 5,4 mM). Une concentration élevée en K dans le milieu extracellulaire est 

fréquemment utilisée afin d'activer les VDCC, ce qui augmente l'influx de Ca dans 

les cellules (Jagannathan et al., 2002). Notons également qu'en condition de 

dépolarisation membranaire, l'accumulation non spécifique ne change pas; seule la 

portion spécifique du transport peut changer suite à 1 ' activation de ces canaux 

membranaires. Conséquemment, seul le transport spécifique (et sa contribution au 

transport total) devrait augmenter en conditions de dépolarisation. Cependant, 

aucune différence significative dans l'accumulation cellulaire de Cd n' a été observée 

(figure 4.8) . Les VDCC ne semblent donc pas être impliqués dans 1 ' entrée de Cd2
+ 

dans les ostéoblastes MG-63, ce qui est également démontré par l'absence d'effet de 

la nifédipine et du vérapamil (deux antagonistes de VDCC) sur les niveaux 

d'accumulation cellulaire mesurés à 3 min (figure 4.9), en milieu nitrate (favorisant la 

forme Cd2+), en absence de Ca (afin d'éliminer la compétition) et en condition 

dépolarisante. 

Considérant la cytotoxicité du Cd observée dans les cellules MG-63 après 24 

heures, nous avons vérifié si les VDCC étaient impliqués sur une plus longue période 

d'exposition. Des concentrations croissantes de nifédipine et de vérapamil n ' ont pas 

affecté la cytotoxicité du Cd sur les cellules MG-63 (figures 4.11 a et 4.12a). De 

même, le Bay-K8644, un agoniste des VDCC, n'a pas influencé la cytotoxicité du Cd 

(figure 4.13a). Ces résultats sont en accord avec nos travaux de transport qui 

indiquent que les VDCC ne sont pas une voie d'entrée pour le Cd dans les cellules 

MG-63. Pourtant, Hinkle et Osborne (1993) ont pu observer une diminution de 

moitié de la CL50 du Cd (6 versus 12 ).LM) en présence de Bay-K8644 dans la lignée 

de phéochromocytomes de rat. Bien qu'une incubation de 15 min en excès de K soit 

connue pour dépolariser la membrane dans de très nombreux types cellulaires, nous 

n'avons pas directement mesuré ceci dans nos travaux. Il aurait été pertinent de 
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réaliser des mesures d'accumulation de 45Ca en présence de concentrations élevées en 

K avec et sans nifédipine ou vérapamil afin de nous assurer de l' ouverture des VDCC 

et de leur sensibilité aux bloqueurs dans les cellules MG-63. De plus, le rôle des 

VDCC devrait aussi être évalué en mesurant l'activité MTT en présence de 

concentrations de K suffisantes pour dépolariser la membrane, avec ou sans 

bloqueurs ou activateurs. Nous savons néanmoins que les cellules MG-63 expriment 

les VDCC puisque Barry (2000) et notre équipe (Labelle et al., données non publiés) 

avons démontré la présence d' ARNm de VDCC de type L. Nous avons également 

démontré la présence de VDCC de type L fonctionnels par 1 'utilisation de Bay-K8644 

lors de mesures Ca intracellulaire par fluorescence . 

Après avoir obtenu nos résultats n'appuyant pas l'idée d'une implication des 

canaux VDCC, nous avons émis l'hypothèse selon laquelle le Cd emprunterait les 

canaux calciques de type TRPC puisque ceux-ci sont activés indépendamment d'une 

dépolarisation et qu'ils jouent un rôle primordial dans l'homéostasie du Ca dans 

différents types cellulaires (voir revue Freichel et al., 2005). Pour tester cette 

hypothèse, nous avons utilisé la thapsigargine qui permet l'ouverture des TRPC, 

seule ou en combinaison avec le SKF96365, un bloqueur de TRPC. Notons que la 

thapsigargine est un inhibiteur de la pompe Ca2
+ -A TPase du RE, vidant ainsi les 

stocks intracellulaires de Ca ce qui a pour effet d'activer les TRPC. Nos mesures 

d'accumulation n' indiquent aucune implication significative des TRPC dans l'entrée 

de Cd pour la lignée MG-63 (figure 4.1 0) . En effet, la thapsigargine employée seule 

n'a aucun effet sur le transport de Cd, ce qui peut être expliqué de deux façons: les 

canaux SOC ne constituent pas une voie d'entrée pour le Cd ou les canaux SOC sont 

déjà actifs en absence de thapsigargine. Cependant, le fait que l'ajout de SKF96365 

ne modifie pas le transport indique que les canaux SOC ne sont pas actifs en absence 

de thapsigargine. Pourtant, dans notre laboratoire, des mesures de calcium 

intracellulaire à l'aide de sondes fluorescentes ont indiqué que dans la lignée MG-63 , 

la thapsigargine favorise 1 'activation SOC et que cette activation est bloquée par 

l'uti lisation de lü 11M SKF96365 (Labelle et al. , données non publiées) . Ainsi, une 
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réponse de type SOC classique est observée pour le transport de Ca dans les cellules 

MG-63. Nos résultats obtenus à l 'aide de l'essai MTT indiquent que le SKF9636S 

n'affecte en rien la cytotoxicité du Cd (figure 4.14a). Cependant, selon nos résultats, 

10 11M de SKF9636S réduit l ' activité MTT (figure 4.14b) . Ces derniers résultats 

concordent avec ceux précédemment obtenus dans notre laboratoire et qui montraient 

que la présence de SKF9636S dans le milieu d 'incubation fait diminuer la viabilité 

des MG-63 (Labelle et al., données non publiées). En effet, ces travaux montrent que 

le SKF9636S bloquent les canaux SOC activés par l'ajout de PDGF ou de 10% FBS. 

L'activation SOC, et l'influx Ca, seraient donc importants pour la viabilité des 

cellules MG-63. De plus, en absence de FBS ou de PDGF, la viabilité est nettement 

plus faible de même que l'effet inhibiteur du SKF9636S sur cette viabilité résiduelle. 

Les mesures MTT obtenues avec le 2APB, nous indiquent qu ' il protège les 

cellules de façon significative contre la toxicité du Cd lorsqu ' il est utilisé en 

concentration suffisamment élevée (S011M et l 0011M; figure 4.1 Sa) . La diminution 

(concentration-dépendante) de l ' activité MTT en présence de 2APB seul (figure 

4 .1 Sb) est en accord avec les résultats obtenus dans notre laboratoire qui indiquent 

que le 2APB diminue la viabilité des MG-63 , tel qu 'observé avec le SKF9636S 

(Labelle et al., données non publiées). Nous avons utilisé le 2APB en tant que 

bloqueur de SOC. Le 2APB a été décrit à l'origine comme un inhibiteur, perméable à 

la membrane plasmique, de la liaison d'IP3 à son récepteur (Maruyama et al., 1997). 

Il faut rappeler que l'activation des TRPC implique une interaction entre IP3 et ses 

récepteurs (Kiselyov et al. , 1998; Ma et al. , 2000). D ' autres études ont démontré que 

l'effet du 2APB sur cette liaison est faible et que le 2APB est plutôt un inhibiteur 

direct des canaux SOC dans différents types cellulaires (Dyachok et Gylfe, 2001 ; 

Bootman et al., 2002; Thore et al. , 200S). Le 2APB est aussi connu comme 

activateur de TRPV (Hu et al. , 2004) et de TRPM6 et comme bloqueur de TRPM7 

(Li et al., 2006). Puisque le SKF9636S n ' a pas d ' effet sur la cytotoxicité du Cd, 

l'effet protecteur du 2APB ne peut être attribué à son rôle de bloqueur SOC. Ainsi, il 

semble que l'effet protecteur du 2APB serait plutôt lié à sa capacité à bloquer les 
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TRPM7. Il serait approprié d'employer le 2APB à 50 !J.M en parallèle avec un 

activateur de TRPM7 afin de tester une implication possible de ces canaux dans le 

transport de Cd dans les cellules MG-63 et d'évaluer si le rôle protecteur du 2APB est 

lié au blocage de ces canaux. 

Finalement, les TRPM8, des canaux perméables au Ca2
+ et activés en réponse 

à une baisse de température, pourraient être de bons candidats pour le transport de Cd 

dans les ostéoblastes MG-63. Les mesures de MTT effectuées en présence d'icilin , 

un ouvreur de canaux TRPM8, ne démontrent aucune variation de la sensibilité des 

cellules au Cd (figure 4.17a). Néanmoins, la capsazépine, un bloqueur de ces mêmes 

canaux, semble protéger les cellules en faisant diminuer le pouvoir cytotoxique 

maximal du Cd. Nous croyons possible que les TRPM8 soient déjà actifs en absence 

d'icilin, ce qui expliquerait qu'aucune variation dans la cytotoxicité ne soit observée 

en sa présence. Également, nos résultats indiquent que la capsazépine fait diminuer la 

viabilité cellulaire de manière concentration dépendante (figure 4.16b) en accord avec 

les résultats obtenus dans notre laboratoire qui montrent que la capsazépine inhibe la 

viabilité cellulaire tel qu'observé pour le SKF96365 et le 2APB (Labelle et al. , 

données non publiées). 
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5.2- CONCLUSION 

Le Cd est un métal lourd toxique dont les effets néfastes sur la santé ont été 

amplement étudiés au niveau de nombreux organes. Cependant, cette toxicité semble 

toucher le système osseux d ' une façon beaucoup plus subtile que ce qu ' on croyait 

jusqu'à tout récemment. En effet, après ingestion ou inhalation, le Cd peut 

directement gagner la matrice osseuse pour y causer des dommages qui apparaissent à 

long terme principalement sous forme d'ostéoporose. Notre projet de recherche fait 

donc partie d'une démarche globale préventive afin de comprendre et d'identifier les 

mécanismes impliqués dans le transport et la toxicité du Cd dans les cellules 

osseuses. 

L'utilisation des lignées ostéoblastiques humaines MG-63 , SaOS-2 et U20S 

nous a permis de démontrer une différence dans la cytotoxicité du Cd (CL50 variant 

jusqu'à 3 fois) . En effet, la lignée MG-63 s 'est révélée être plus sensible à la toxicité 

du Cd que les deux autres. Les résultats d'accumulation cellulaire de Cd nous ont 

indiqué que la sensibilité différente de ces trois lignées n'est pas attribuable à la 

quantité de Cd qui s'accumule dans la cellule. Elle pourrait cependant être 

attribuable à la présence plus ou moins marquée de mécanismes de protection 

éventuels tels que la prise en charge du Cd par les MTs et la présence de HSP70. Nos 

essais préliminaires ont indiqué que chacune des lignées expriment les ARNm de 

MTs et de HSP70 bien qu'aucune induction de MTs dans les troi s lignées 

ostéoblastiques n 'ait été observée. D ' autres essais seront nécessaires afin de 

confirmer ces résultats. 

De plus, nos résultats ont montré que la spéciation du Cd est déterminante 

pour son entrée dans les ostéoblastes MG-63 . Nous avons également été en mesure 

de constater la présence de transport spécifique permettant 1' entrée de Cd tout en 

suggérant une accumulation sous forme de Cd2
+ et possiblement sous forme de 

CdCln2-n dans ces cellules. L'observation d'une inhibition de l'entrée de Cd par le Ca 

nous a mené à étudier les voies calciques. Bien que les VDCC aient été reconnus 
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comme responsables de l'entrée de Cd dans différents types cellulaires, nos résultats 

n'indiquent aucune implication de ces canaux dans l'entrée de Cd dans les 

ostéoblastes MG-63. Notre intérêt a ensuite porté vers la famille des canaux TRP qui 

comprend plus de 30 canaux cationiques dont la plupart sont perméables au Ca2+. 

Malheureusement, nous n'avons pas pu identifier clairement la ou les voies qui sont 

empruntées par le Cd, bien que des mesures de MTT obtenues en présence de 2APB 

et de capsazépine suggèrent la participation respective des canaux TRPM7 et 

TRPM8. D'autres essais demeurent essentiels pour confirmer ces résultats . De plus, 

il est nécessaire de continuer à explorer la possibilité que les voies calciques soient 

responsables d'une partie de l'entrée de Cd dans les ostéoblastes MG-63 , tout en 

envisageant la participation de voies d'entrée autres que les voies calciques. 



CRITIQUE DU PROJET 

Se restreindre dans le choix des essais et des techniques employés est une des 

premières contraintes qu'il m'a été donné de rencontrer en tant qu ' étudiante à la 

maîtrise. On débute un projet d' abord motivé par notre propre volonté d' aller plus 

loin, de trouver réponse à notre questionnement scientifique, mais aussi stimulé par 

l'intérêt des chercheurs avec lesquels on fait équipe. Pendant deux années 

consécutives, tout un apprentissage s'en suit, tant au niveau de la technique que de la 

réflexion scientifique. Rapidement, les essais que 1 ' on répète, les résultats 

contradictoires et les petites erreurs de manipulation qui nous retardent nous 

ammènent à restructurer nos objectifs, à les circonscrire à des hypothèses simples. 

Puis, l'échéance nous pousse à rassembler les résultats obtenus et le travail de 

rédaction débute. Avec un peu de recule, on réalise que si le projet était à reprendre, 

on changerait quelques éléments dans sa structure afin de répondre encore plus 

clairement à nos objectifs premiers. 

Ainsi, la plus grande déception suite à la réalisation de ce projet est sans doute 

notre incapacité à identifier clairement une ou des voies d ' entrée empruntées par le 

Cd dans les ostéoblastes MG-63 . Les résultats obtenus nous indiquent quelques 

pistes à suivre sans toutefois nous fournir de réponse définitive. Bien que cette 

lacune résulte en grande partie d'un manque de temps, la structure des essais aurait 

aussi pu être modifiée. À la suite des mesures de transport qui nous ont permis de 

constater une inhibition de l' accumulation de Cd par le Ca et qui ont donc suggéré 

l'implication, du moins partielle, de voies calciques dans 1 'entrée de Cd, il aurait été 

intéressant d'ajouter à nos objectifs de recherche l'identification des mécanismes du 

transport de Ca. Pour ce faire , nous aurions pu joindre des analyses de RT-PCR et 

d'expression protéique des différents canaux à des mesures de transport de 45Ca. 

Notons qu 'une partie de ces études ont déjà été réalisées dans notre laboratoire et ont 

servi de prémisses à nos propres travaux. En effet, les canaux TRPM3, 6, 7 et 8 de 

même que les canaux TRPCl, 3 et 4 ont été identifiés par RT-PCR, les derniers ayant 
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aussi été détectés par la technique de transfert de type Western (immunobuvardage) 

dans la lignée MG-63. La littérature nous a également dirigé dans le choix des trois 

canaux à étudier dans ce projet. Par exemple, les canaux VDCC de type L et T ont 

été identifiés dans des cellules s'apparentant aux lignées que nous avons utilisées 

(ostéoblastes de rats , de souris et cellules humaines du mésenchyme en 

différenciation ostéogénique) et des travaux rapportent également 1 'expression des 

canaux de type L, P/Q et N dans les lignées MG-63 et SaOS-2. Après avoir vérifié 

l'expression de toutes les protéines membranaires visées dans chacune des trois 

lignées ostéoblastiques, des mesures de transport de 45Ca et de 109Cd auraient pu être 

effectuées parallèlement sur les trois lignées. Ces mesures nous auraient permis de 

mieux discriminer la contribution des canaux dans l'accumulation totale de Cd en 

comparant les résultats obtenus dans les lignées exprimant et celles n'exprimant pas 

ces mêmes canaux. Notons cependant que les résultats obtenus jusqu'à maintenant 

indiquent que chaque lignée transporte le Cd à un niveau similaire, suggérant le 

partage des mêmes voies d 'entrée entre les trois lignées. 

Également, notre deuxième objectif n'a été que partiellement atteint. Bien 

que les ARNm de MTs et HSP70 aient été identifiés dans les trois lignées cellulaires 

utilisées, nous n'avons pas été en mesure d'observer une induction par le Cd. Il aurait 

été intéressant de pouvoir comparer les niveaux d'induction de MTs et de HSP70 dans 

les trois lignées suite à une exposition au Cd afin d'estimer leur capacité d'adaptation 

et de développement d'une résistance. Ainsi, la combinaison d'analyse de RT-PCR et 

en transfert de type Western nous aurait permis de préciser si l'induction d'ARNm 

mène à l'expression de protéine mature. 

Finalement, nous aurions pu ajouter des mesures de MTT pour lesquelles la 

concentration en Ca du milieu aurait été réduite au minimum afin de vérifier si la 

cytotoxicité du Cd aurait été augmentée. De plus, des mesures de transport de 45Ca 

en conditions dépolarisantes nous auraient permis de vérifier directement la présence 

de canaux calciques voltage-dépendants fonctiom1els. De même, des mesures de 45Ca 
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devraient être faites en conditions d'activation des canaux TRPC (thapsigargine avec 

ou sans SKF96365). 

Nos résultats ont néanmoins permis d'établir les bases d'utilisation des 

modèles cellulaires afin de poursuivre efficacement le projet de recherche. À notre 

connaissance, nous sommes les premiers à étudier le transport de Cd dans les 

ostéoblastes ainsi que les mécanismes de protection en utilisant trois lignées 

humaines (MG-63 , SaOS-2 et U20S) aux caractéristiques différentes. Mieux 

comprendre la réponse cellulaire à une exposition au Cd en fonction de ces 

caractéristiques propres représente un futur objectif de recherche prioritaire. 
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