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RÉSUMÉ 

Le Zinc (Zn) est un métal important pour de nombreux processus physiologiques, 
notamment dans le métabolisme osseux. Cette étude a pour objectif d'évaluer 
l'implication possible de transporteurs de zinc (ZIP) dans l'influx de Cd dans la cellule. 
Le cadmium (Cd), métal cancérigène pour l'homme est suspecté d'emprunter certains 
ZIP, en particulier ZIP4 responsable de l'absorption intestinale du Zn, par mimétisme 
ionique. Des études montrent que ZIP8 participe à l'accumulation de Cd dans certains 
tissus. Parallèlement à la lignée cellulaire intestinale Caco-2, indifférenciés (17) et 
différenciés (J21), la lignée ostéoblastique MG63 a été choisie. L'expression d'acide 
ribonucléique messager (ARNm) de ZIP 1, 4, 8 et hZTLl a été déterminée par 
transcription inverse et polymérisation en châme (RT-PCR). Dans les cellules Caco-2, 
l'expression de ZIP8 et de hZTLl est stable, celle de ZIP4 augmente avec la 
différenciation tandis que l'expression de ZIPl diminue avec celle-ci. Les cellules MG63 
expriment les ZIP et hZTLl à des niveaux comparables. La détection par 
immunofluorescence de ZIP4 à la membrane des cellules Caco-2 confirme les résultats 
obtenus par RT-PCR. Le transport de 109Cd (0.5 !lM) a été mesuré dans plusieurs 
conditions expérimentales afin de tester une éventuelle compétition entre le Zn, le Cd et 
le manganèse (Mn). Dans les cellules Caco-2 (17, J21), les pourcentages d'inhibition 
(70% du transport saturable) par le Zn et le Mn sont comparables. Dans les cellules 
MG63, l'accumulation de 109Cd est plus fortement inhibée par le Zn que par le Mn. 
L'ajout de HC03- augmente l'inhibition par le Zn et le Mn. Ces résultats suggèrent que 
ZIP8 et ZIP4 sont impliqués en partie dans l'accumulation de Cd. 

Mots-clés : cellules Caco-2; cellules MG63 ; zinc; ZIP4; ZIP8; cadmium 
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INTRODUCTION 

Le Cd est un métal lourd, cancérigène pour l'Homme. Son utilisation par 

l'Homme concerne surtout la production industrielle. En effet, le Cd est utilisé pour la 

production des piles nickel-cadmium, mais aussi pour les pigments de peintures, les 

alliages pour les pièces mécaniques et automobiles. Cette grande utilisation du Cd 

augmente considérablement ses rejets dans l'environnement. Sa tendance à s'accumuler 

dans l'eau et le sol est responsable d'un phénomène appelé bio-accumulation. Le Cd peut 

s'accumuler dans les espèces animales et végétales et remonter ainsi la chaîne alimentaire 

jusqu'à l'Homme. 

Le Cd est un problème de santé majeur. La population globale est exposée au Cd 

par l'alimentation mais aussi par l'inhalation (tabagisme, exposition en milieu 

professionnel). Les épithélia intestinal et pulmonaire sont les premières barrières 

biologiques franchies lors d'une intoxication au Cd. De plus, dans les années 1912, au 

Japon, il y a eu une intoxication massive au Cd lorsqu'il y a eu des rejets miniers dans la 

rivière Jinzu et cette eau a été utilisée pour irriguer les rizières . Le Cd s'est accumulé dans 

le riz dont la consommation a provoqué de l'ostéomalacie et une néphrotoxicité aigue. 

Les organes cibles du Cd sont donc les reins et les os. 

Comme le Cd est un métal lourd non-essentiel, il semble improbable qu' il existe 

des transporteurs spécifiquement dédiés à son absorption dans les cellules. De par sa 

nature de cation divalent sous forme ionique, le Cd est suspecté d'emprunter des 

transporteurs cellulaires nécessaires pour l'absorption de nutriments essentiels pour 

l'homéostasie du corps. Dans le cadre de ce mémoire, nous focaliserons sur les ZIP zinc­

regulated transporter, iron-regulated transporter (ZRT, IRT), transporteurs responsables 

de l'influx de Zn dans la cellules. Comme l'épithélium intestinal est la première barrière 

franchie lors d'une intoxication au Cd par la nourriture, nous nous intéresserons aux 

transporteurs de Zn intestinaux. De plus, comme l'os est un organe cible, on cherchera à 

déterminer l'implication des transporteurs de Zn dans l' accumulation de Cd dans ces 

tissus. 
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La première partie de ce mémoire présentera le Cd dans l'environnement, son 

utilisation, ainsi que son métabolisme dans l'organisme. Nous décrirons aussi 

l'épithélium intestinal, et plus particulièrement les entérocytes, cellules principalement 

responsables de l'absorption intestinale. Le tissu osseux sera ensuite décrit, avec ses rôles 

physiologiques, les différents types de cellules impliquées dans le remodelage osseux. 

Enfm, on s'intéressera au Zn, ainsi qu'aux transporteurs responsables de son transport 

dans les cellules. La problématique et les objectifs seront ensuite présentés. La seconde 

partie sera composée de nos résultats ainsi que d'une discussion générale. 



PREMIERE PARTIE 

MISE EN CONTEXTE DE L'ETUDE ET JUSTIFICATION 

DE LA DEMARCHE EXPERIMENTALE 



CHAPITRE I 

LE CADMIUM DANS L'ENVIRONNEMENT 

1.1. Propriétés physico-chimiques 

Le Cd a été découvert en 1817 par le pharmacien Friedich Stromeyer (tableau 

1.1 ). Le Cd, porte le numéro 48 dans le tableau périodique. Son poids atomique est 

112,4 g.mor'. Son électronégativité de Pauling est à 1.7 et sa masse volumique est de 

8.7g.cm·3 à 20°C. Le point de fusion est atteint à 321 oc et son point d'ébullition à 

767°C (Brignon et Malherbe, 2005). L'origine du nom vient d'une mine de Zn à 

Kadmos situé proche de Thèbes. Le Cd est un métal non essentiel contrairement à 

d'autres ions divalents tels que le Zn ou le fer (Fe) et est classé comme carcinogène 

humain du Groupe 1 par l'Agence International de Recherche sur le Cancer (Nordberg, 

2007). Le Cd se présente comme un métal blanc-argenté, malléable. Il possède deux 

degrés d'oxydation (0 et +2) mais c'est sous la forme cationique qu'il est le plus souvent 

retrouvé. Cette dernière propriété, lui procurant une forte affinité pour les donneurs 

électrons, permet au Cd de se complexer avec divers ligands pour former l'oxyde de Cd 

(Cdü), le carbonate de Cd (CdC03) ou encore le chlorure de Cd (CdCI 2). 



Numéro atomique 48 

Masse atomique 112,4 g.mol -1 

Electronégativité de Pauling 1,7 

Masse volumique 8,7 g.cm-3 à 20°C 

Température de fusion 321 oc 

Température d'ébullition 767 oc 

Rayon atomique (Van der Waals) 0,154 nm 

Rayon ionique 0,097 (+2) 

Isotope 1o9Cd 

Configuration électronique [Kr]4d105s2 

Energie de première ionisation 866 kJ.mol -1 

Energie de deuxième ionisation 1622 kJ.mol -1 

Potentiel standard -0,402 v 

Tableau 1.1 : Caractéristiques physico-chimiques du Cd (Brignon et Malherbe, 2005) 

1.2 Sources de Cd 

1.2.1 Naturelles 

5 

Le Cd est retrouvé naturellement au niveau de la croûte terrestre, dans les roches 

ainsi que dans les minerais en combinaison avec le Zn (Nordberg, 2007)). De façon 

naturelle, une grande quantité de Cd est libérée dans l'environnement. Il provient surtout 

de l'érosion des roches et se retrouve ainsi dans le sol, dans les rivières, mais aussi dans 

l'air lorsqu'il y a des feux de forêts ou de l'activité volcanique (Brignon et Malherbe, 

2005). 
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1.2.2 Anthropiques 

Le Cd est utilisé dans de nombreuses applications, comme anticorrosif pour les 

processus de galvanisation et d'électrodéposition, comme alliage avec le cuivre pour les 

pièces automobiles, comme pigments pour les plastiques et les peintures avec des teintes 

variant entre le jaune, le rouge, l'orangé et le marron (figure 1.1 ). Le Cd et ses composés 

sont aussi utilisés pour les batteries électriques, les composantes électroniques et les 

réacteurs nucléaires. Il est utilisé pour la fabrication des piles rechargeables au Nickel­

Cd (Ni-Cd). L'application d'autres métaux moins toxiques que le Cd mais tous aussi 

performants ont permis de restreindre l'utilisation de Cd dans de nombreux pays (Ford, 

2004). Au 21 éme siècle, 77% de l'utilisation globale du Cd était destinée aux batteries Ni­

Cd, 11% aux pigments et 8% aux processus d'électrodéposition et de galvanisation. Le 

Cd est aussi présent dans l'industrie comme sous-produit issu de l'extraction du Zn, du 

plomb et du cuivre (Brignon et Malherbe, 2005). Mais cette diminution d'utilisation 

concerne surtout les pays les plus industrialisés. Il reste une source majeure de 

préoccupation pour les travailleurs industriels et les populations vivants dans des zones 

polluées, surtout dans les pays moins développés. On retrouve aussi le Cd dans les 

pesticides et les engrais, il peut ainsi se retrouver dans l'environnement au niveau des 

sols et dans l'eau de ruissèlement (Brignon et Malherbe, 2005). Lorsque les composés 

manufacturés sont finalement détruits, le Cd est dispersé dans l'environnement et peut 

persister dans le sol et les sédiments pendant des décennies par sa grande demi-vie 

(Bernard, 2008). Le Cd devient un polluant environnemental et sa demi-vie dans 

certains compartiments est très longue (Martin et al., 2006). 
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Figure 1.1 : Répartition de l ' usage du Cd dans différents secteurs d 'activité pour 
l'année 1997 (Brignon et Malherbe, 2005). 

1.3 Cd dans le sol et l'eau 

Les déchets des industries du raffinage de métaux fini ssent la plupart du temps 

dans les sols. Des flux de Cd peuvent être libérés lors de l'extraction de Zn et l'épandage 

d'engrais bio-industriels, de fertili sants à base de phosphate ou de boues d'épuration 

d'eaux usées. Ces fertilisants et ces boues appliqués sur les terres agricoles libèrent du 

Cd dans les sols et dans les eaux de surface. Le Cd s'adsorbe fortement sur la matière 

organique du sol. Il peut en résulter une accumulation excessive qui peut avoir des 

répercussions sur les plantes ainsi que sur l'écosystème du sol. En effet , les organismes 

essentiels du sol comme les bactéries ou les vers de teiTe sont très sensibles au Cd et ce, 

même à de faibles concentrations. De plus, les animaux qui s'a limentent de végétaux ont 

des niveaux de Cd plus élevés. De nombreux cas rapportés ont montré que les vaches se 

nourri ssant sur des terres contaminées au Cd ont des teneurs rénales en Cd élevées 

(Masan, 1990). De par son haut taux de transfert entre le sol et les plantes, le Cd est le 

contaminant le plus trouvé dans les produits alimentaires qui représentent une source 

d 'exposition maj eure pour les non-fumeurs et les populations non-professionnellement 

exposées (Clemens, 2006 ; McLaughlin et al. , 2006 ; Satarug et al. , 2011 ). En entrant 

dans la chaîne alimentaire, le Cd peut être bioampli fié j usqu 'à 1 'humain. 

Dans l' eau, le Cd est retrouvé dans les sédiments et sur les particules en 

suspension et sa concentration est faible dans la phase aqueuse. Dans les eaux non 

polluées, les concentrations de Cd sont inférieures à 1 1-1g/L. La contamination de 1 'eau 

consommable se produit lorsque des impuretés de Cd se retrouvent dans le Zn utilisé 
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pour galvaniser les métaux. Le Cd atmosphérique peut, après déposition, augmenter la 

concentration totale de Cd dans le sol, mais cette concentration est le plus souvent 

inférieure à 1 mg/Kg (Nordberg, 2007). Au niveau des écosystèmes aquatiques, le Cd 

est bioaccumulé par les crevettes, les poissons, les huitres et autres crustacés. En 

revanche, les organismes des eaux salées seraient plus résistants au Cd que ceux des 

eaux douces(Mason, 1990). 



CHAPITRE II 

LE MÉTABOLISME DU CADMIUM 

2.1 Absorption 

Chez l'humain, le Cd est absorbé essentiellement par les voies respiratoires et digestives. 

L'exposition par inhalation survient surtout chez les travailleurs industriels par les 

poussières et les fumées. Les fumeurs sont aussi exposés à des niveaux significativement 

plus élevés en Cd. Les fumées de tabac transportent le Cd directement dans les poumons. 

Ces expositions au Cd peuvent se produire chez les personnes vivant proche de sites de 

déchets dangereux, d'usines ou d'industries du raffmage de métaux qui relâchent du Cd 

dans l'air. Environ 10 à 50% du Cd inhalé est absorbé et ce niveau augmente lorsque les 

particules et les fumées sont plus petites. L'absorption orale du Cd, voie dominante dans 

la population, se fait essentiellement par la nourriture (Mason, 1990) et c'est pour cette 

raison que l'absorption intestinale du Cd a fait l'objet de nombreuses études. Les aliments 

riches en Cd comme le foie, les champignons, les huîtres, les fruits de mer peuvent 

représenter un apport alimentaire non négligeable en Cd. Entre 3 à 5% du Cd ingéré est 

absorbé chez l'humain (Nordberg, 2007). Environ 90 à 95 % du Cd ingéré par 

l'alimentation n'est pas absorbé et se retrouve directement dans les fèces. Ainsi, le 

contenu des fèces en Cd représente un bon indicateur de la consommation quotidienne par 

voie alimentaire. Bien que le taux d'absorption par l'ingestion soit plus faible que par 

l'inhalation, certains facteurs favorisent l'absorption intestinale comme le jeune âge ou 

une déficience en fer (Lauwerys, 2007). La biodisponibilité du Cd se retrouve aussi 

modifiée par la nature du composé et de la source. Des études ont montré que le taux 

d'absorption orale est plus grand lorsque le Cd est administré sous forme CdC12 que sous 

la forme Cd-métallothionéine (Cd-MT) (Lauwerys, 2007). La voie cutanée n'est pas assez 

significative pour être prise en compte (Lauwerys, 2007). 
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2.2 Distribution 

Après avoir été absorbé via les poumons ou l'intestin, le Cd est transporté dans 

tout le reste du corps par la circulation sanguine (Nordberg, 2007). Le Cd est largement 

distribué dans le foie et les reins. Dans le sang, le Cd est intra-érythrocytaire (90-95%), 

fixé à l'hémoglobine (Lauwerys, 2007). Dans le plasma, le Cd se lie essentiellement à 

l'albumine ainsi qu'à d'autres protéines de haut poids moléculaires. Le complexe 

albumine-Cd se dissocie au foie, résultant en une accumulation de Cd qui induit la 

synthèse de métallothionéine (MT). C'est sous la forme Cd-MT que le Cd est transporté 

du foie vers les autres organes. Le transport de Cd dans les organes étant influencé par la 

concentration de MT dans le plasma, la distribution du Cd est différente selon que 

l'exposition est aiguë ou chronique (Nordberg, 2007). 

2.3 Excrétion 

L'excrétion urinaire est la voie d'élimination principale pour le Cd; elle est de 1 à 

2 Jlg par jour. Le Cd est aussi excrété dans les fèces sous forme de fraction non absorbée. 

Le taux d'excrétion fécale est proportionnel à la charge corporelle de Cd. Une partie du 

Cd hépatique est excrétée dans les intestins par la bile et le suc pancréatique sous forme 

de conjugué au glutathion réduit (GSH). La sécrétion biliaire permet d'éliminer les 

molécules non excrétées par le rein mais peut être contrebalancée par un cycle entéro­

hépatique. La bile contenant le GSH-Cd se répand dans le duodénum par l'ampoule de 

Vater. Le conjugué peut être hydrolysé ce qui entraîne une libération du Cd. Le Cd libre 

peut ainsi être réabsorbé au niveau du duodénum et être transporté au foie par la veine 

porte-hépatique. Les nouveaux complexes GSH-Cd sont ensuite déversés par le foie dans 

la lumière duodénale. 

La MT, dont l'expression est inductible par les métaux, est une classe de 

protéine avec un poids moléculaire d'environ 6 KDa. Elle est composée de plusieurs 

groupements sultbydriles qui lui confèrent la capacité de lier divers métaux comme le 

cuivre, le Zn et le Cd. Étant donnée sa petite taille, le complexe Cd-MT peut être filtré à 

travers la membrane glomérulaire rénale. Il est ensuite réabsorbé par les cellules du tube 

proximal où il est catabolisé dans les lysosomes, ce qui relâche les ions Cd2
+. La 

tendance du Cd à s' accumuler dans l'organisme et son faible taux d'excrétion sont 

responsables de sa longue demi-vie d'environ 20 à 40 ans chez l'humain (Mason, 1990) 



2.4 Effets toxiques 

2.4.1 Système digestif 

Il 

Une intoxication aiguë au Cd par voie orale peut provoquer des troubles 

digestifs, notamment des nausées, des crampes épigastriques, des vomissements et de la 

diarrhée (Tableau 2.1). 
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Tableau 2.1: Échelle de gravité d'une intoxication aiguë (Lauwerys, 2007) 

2.4.2 Poumons 

L'inhalation aiguë de Cd provoque des pneumonies. Une exposition à long 

terme à de faibles concentrations dans l'air provoque des maladies d'obstruction 

chronique des bronches. L'exposition chronique au Cd peut mener à des cancers 

pulmonaires (Lauwerys, 2007). 

2.4.3 Reins 

Les reins sont l'organe cible du Cd (Nordberg, 2007). Une exposition chronique 

au Cd provoque une néphropathie, une tubulopathie proximale pouvant mener à une 

protéinurie tubulaire se traduisant par une excrétion anormalement élevée de protéines 

de faible poids moléculaire comme la bêta-2-microglobuline et le rétinol binding 

proteine (RBP). Ces protéines filtrées au glomérule sont normalement réabsorbées par le 

tubule proximal, mais elles se retrouvent dans 1 'urine car la néphropathie et la 



12 

cytotoxicité du Cd affectent la capacité de réabsorption du rein. C'est un signe primaire 

d'atteinte rénale. 

2.4.4 Os 

L'exposition à long terme de Cd, peut mener aussi à une perturbation du 

métabolisme calcique, à l'ostéoporose ou l'ostéomalacie, surtout chez les femmes post­

ménopausées (Suzuki et al. , 2004). L'ostéoporose est une maladie caractérisée par une 

densité minérale osseusse faible ainsi qu'une dégradation de la micro-architecture de 

l'os, provoquant une fragilité osseuse et une augmentation du risque de fractures 

(Meunier, 2005). L'ostéomalacie est un défaut de minéralisation du tissu ostéoide, 

généralement causée par un déficit en vitamine D ou un déficit en phosphore. Chez les 

enfants, on parle de rachitisme (Perrot, 2002). Il n' y a pas de traitement en cas 

d'empoisonnement au Cd mais lorsqu'il y a des signes d'ostéomalacie, il est possible 

d'administrer de la vitamine D. En 1940-1950, dans une zone polluée du Japon le Cd a 

été identifié comme étant la substance provoquant la maladie d'Itaï-ltaï. Cette maladie 

se caractérise par une néphrotoxicité aigüe et de l'ostéomalacie, signe d'un métabolisme 

osseux altéré. L'ostéomalacie peut être considérée comme étant un effet indirect de 

l'atteinte rénale car l'accumulation de Cd est plus importante dans les reins que dans les 

os. Mais selon certaines études, il a été montré que le Cd a un effet direct sur les 

ostéoblastes et les ostéoclastes (Coonse et al., 2007, Suzuki et al., 2004, Wilson et 

al., 1996). La section 4.1 décrit plus en détails l'effet du Cd sur les cellules osseuses 

intervenant dans le remodelage osseux. 



3.1 Paroi du tube digestif 

CHAPITRE III 

L'ÉPITHÉLIUM INTESTINAL 

La particularité du tube digestif est qu'il est composé de quatre couches ou 

tuniques (figure 3.1), de l'œsophage au canal anal. On distingue 1) la muqueuse, 2) la 

sous-muqueuse, 3) la musculeuse et 4) la séreuse. 

La couche la plus externe, la muqueuse est composée d'un épithélium humide 

qui tapisse la lumière du tube digestif. Il joue un rôle dans la sécrétion du mucus, 

d'hormones et d'enzymes digestives, dans l'absorption des nutriments et dans la 

protection contre les agents pathogènes ou les substances toxiques. Cette muqueuse est 

composée aussi de trois sous-couches : 1) un épithélium de revêtement, 2) une lamina 

propria, 3) une muscularis mucosae. L'épithélium de l'intestin grêle, jouant un rôle 

primordial dans l'absorption des nutriments, sera décrit plus en détail dans la prochaine 

section. La couche juste en dessous, la lamina propria, est composée de tissu lâche 

aréolaire. Les nombreux capillaires qui la parcourent nourrissent l'épithélium et 

permettent une meilleure absorption des nutriments. A l'extérieur de la lamina propria 

se trouve la muscularis mucosae composée d'une fine couche de cellules de muscles 

lisses produisant des secousses musculaires localisées afin de déloger les particules qui 

resteraient collées sur la muqueuse (Marieb, 2005). 

La sous-muqueuse, située sur la face interne de la muqueuse, est un tissu 

conjonctif composé de neurofibres et de vaisseaux sanguins et lymphatiques. Son 

principal rôle est d'assurer une élasticité à l'estomac et de constituer un riche réseau 

vasculaire aux autres tissus de la paroi du tube digestif. 

La musculeuse est responsable du péristaltisme et de la segmentation. Cette 

tunique est composée d'une couche musculaire circulaire interne et d'une couche 

musculaire longitudinale externe. Elle peut aussi s'épaissir à certains endroits pour 

former un sphincter qui permet d'assurer un déplacement unidirectionnel de la 

nourriture. 

Enfin, la séreuse qui est la couche la plus interne est composée du péritoine 

viscéral et d'un tissu conjonctif lâche aréolaire recouvert d'un mésothélium. 
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Figure 3.1 :Représentation des différentes couches de 1 'intestin grêle (Chevrier, 2002) . 

3.2 Épithélium de l'intestin grêle 

L'intestin grêle est l 'organe majeur de la digestion et son segment proximal est le 

site où 1 'absorption des nutriments est la plus efficace. Il peut se décrire comme étant un 

tube aux formes complexes qui va du sphincter pylorique, dans la région épigastrique, à 

la valve iléo-caecale où il rejoint le gros intestin. Il est divisé en trois segments 

(duodénum, jéjunum et iléon) distingués selon leur apparence anatomique et la structure 

histologique de leur muqueuse. Pour assurer sa fonction essentielle dans 1 'absorption des 

nutriments, l ' intestin grêle possède des attributs qui lui permettent d 'augmenter 

considérablement la surface d'absorption. Il y a les pli s circulaires, les villosités 

intestinales et les microvillosités. Les plis circulaires ou valvules conniventes sont des 

replis de la muqueuse et de la sous-muqueuse. Leur épaisseur peut atteindre près de 1 

cm et leur rôle principal est de ralentir le chyme en le faisant tourner sur lui-même ce 

qui accroît l'absorption des nutriments. Chaque villosité se compose de capillaires 

sanguins et d 'un capillaire lymphatique large appelé vaisseau chylifère. Les villosités 



15 

sont aussi composées d'une bande de muscles lisses leur permettant de se contracter et 

de s'allonger afm d'accroître le contact avec le contenu de la lumière intestinale ce qui 

favorise l'absorption (Marieb, 2005). 

3.3 Villosités 

Les villosités sont séparées par des cryptes où s'effectue la prolifération 

cellulaire. Elles sont recouvertes d'un épithélium simple dont toutes les cellules dérivent 

de cellules souches prolifératives de la crypte. Ces cellules souches donnent 4 types de 

cellules différentes: les entérocytes responsables de l'absorption des nutriments, les 

cellules endocrines sécrétant divers neuropeptides, les cellules de Paneth qui sécrètent le 

lysozyme, un puissant bactéricide qui protège l'intestin grêle, et les cellules caliciformes 

qui sécrètent du mucus. Ces cellules migrent pendant leur différenciation le long de l'axe 

crypte-villosité pour être relâchées dans la lumière au sommet des villosités lors du 

renouvellement de l'épithélium intestinal, à l'exception des cellules de Paneth qui restent 

dans la région de la crypte (Marieb, 2005). 

3.4 Entérocytes 

Le type cellulaire principal de l'épithélium intestinal est l'entérocyte hautement 

polarisé structurellement et fonctionnellement. La membrane en bordure en brosse est 

composée de microvillosités qui sont des petits replis de la membrane apicale plasmique 

(faisant face à la lumière intestinale) des cellules absorbantes ou entérocytes. Des 

transporteurs et des hydrolases ancrées sur la membrane en bordure en brosse assurent 

les fonctions d'absorption et de digestion (Marieb, 2005). On dénombre entre 2000 et 

3000 microvillosités par cellule. Il existe deux voies principales qu'empruntent les 

nutriments pour rejoindre la circulation sanguine (figure 3.2). Il y a la voie 

transcellulaire qui est le passage à travers les cellules épithéliales elles-mêmes. Les 

nutriments franchissent donc deux membranes puisqu'ils rentrent dans la cellule par la 

membrane apicale, traversent le cytoplasme et ressortent par la membrane basolatérale 

où ils finissent par rejoindre la circulation sanguine. L'autre voie est paracellulaire et 

implique le passage entre les cellules adjacentes. Quelques ions essentiels comme le 

calcium (Ca), le magnésium (Mg), le sodium (Na) et le potassium (K), peuvent passer 

entre les cellules. Contrairement à l'épithélium rénal, l'épithélium intestinal n'est pas 
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considéré étanche. Toutefois les molécules telle glucose de 180 Da, ne franchissent pas 

les jonctions serrées. 

Lumière 
intestinale 

Circulation 
systémique 

Yoi~ h-ansrellulain (diffusion) 

YOÎ~ parar~llulaire 

0 

0 

voi~ h<msr~llulair~ (par transpo1t~ms) 

~Jonction 
serrée 

Figure 3.2: Structure de la barrière intestinale (Zeller, 2011 ). 

3.5 Transport intestinal de Cd 

Il a été montré in vitro au laboratoire du Dr Jumarie que le Cd n'emprunte pas la 

voie paracellulaire (Jumarie et al., 1999). Le Cd rentre par le pôle apical, ressort très peu 

du côté baso1atéral mais s'accumule dans l'entérocyte, ce qui est en accord avec la faible 

biodisponibilité orale de 3 à 5% in vivo. L'épithélium intestinal, qui est la première 

barrière devant être franchie par le Cd ingéré, offre donc une importante protection mais 

il représente aussi un tissu cible (Jumarie et al. , 1999). En effet, le Cd peut perturber 

l'intégrité de l'épithélium intestinal, augmenter la perméabilité paracellulaire, altérer la 

viabilité cellulaire ainsi qu ' induire une réponse inflammatoire (Berzina et al., 2007 ; 

Boveri et al., 2004 ; Duizer et al., 1999). Dans le cadre de ce projet, l'épithélium 

intestinal sera étudié relativement au rôle des transporteurs de Zn, élément essentiel à 

plusieurs fonctions cellulaires et au métabolisme osseux, dans l'absorption du Cd. 



CHAPITRE IV 

LE MÉTABOLISME OSSEUX 

4.1 Histologie de l'os 

L'os est un tissu conjonctif dense et dynamique qui, avec le cartilage, constitue 

le squelette. On dénombre chez l'Homme adulte environ 206 os alors que chez le 

nourrisson il y en a 350. Cette différence est due à la soudure de certains d'entre eux lors 

de la croissance. Le squelette et les os jouent un rôle clé dans diverses fonctions du 

corps. En effet, ils assurent une protection des organes internes, ils facilitent la mobilité 

du corps avec l'action des muscles, ils supportent toutes les structures corporelles, 

interviennent dans la régulation de la calcémie et ils sont impliqués dans la formation 

des cellules sanguines et immunitaires (Youyou, 2007). 

4.2 Régulation de la calcémie 

Le tissu osseux joue un rôle primordial dans la régulation de la calcémie. En 

effet, le corps humain adulte contient environ 1200 à 1400 g de calcium (Ca), dont 99% 

se trouvent sous forme de cristaux dans les os. Il existe deux grandes boucles de 

régulation; la première est un processus de régulation hormonale par inhibition 

rétroactive qui maintient l'homéostasie du Ca dans le sang et la seconde dépend des 

forces gravitationnelles et mécaniques qui agissent sur le squelette (Marieb, 2005). La 

régulation hormonale du métabolisme osseux est médiée par la parathormone (PTH) et 

la calcitonine. La PTH est libérée dans la circulation par les grandes parathyroïdes 

quand les niveaux de calcium sanguin sont bas. La PTH se lie à des récepteurs 

membranaires à la surface des ostéoblastes qui sont les cellules responsables de la 

formation osseuse, les conduisant à produire des facteurs qui stimulent l'activité des 

ostéoclastes qui sont les cellules responsables de la dégradation osseuse. La résorption 

osseuse ainsi stimulée provoque la libération de Ca dans le sang (Marieb, 2005). A 

l'inverse, lors d'une augmentation du Ca sanguin, il y a sécrétion de calcitonine et cette 

hormone inhibe l'activité de résorption osseuse des ostéoclastes. Cette inhibition 
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provoque un dépôt de sels de Ca dans la matrice osseuse, baissant ainsi la concentration 

calcique sanguine (Marieb, 2005). 

4.3 La matrice osseuse 

Le tissu osseux est composé d'une matrice osseuse minéralisée elle-même 

constituée en majeure partie de collagène de type I. On distingue deux types de matrice 

osseuse. La première est une matrice inorganique composée de cristaux 

d'hydroxyapatite de Ca [Ca10(P04)6(0H)2] ainsi que d' impuretés comme le carbonate de 

magnésium, le carbonate de Ca ou encore le phosphate d'ammonium. Les cristaux 

d'hydroxyapatite se forment dans un réseau de fibres de collagène selon un processus 

appelé nucléation. Cet espace sert par la suite à conférer une rigidité à l'os et à stocker 

les différents nutriments comme les ions calcium (Ca2+), phosphate (POl ) et 

magnésium (Mg2+). On distingue aussi la matrice organique composée de micro-fibrilles 

de collagène 1, de protéoglycanes, d'ostéonectine, d'ostéopontine, d'ostéocalcine, de 

thrombospondine. La matrice osseuse contient des cytokines et facteurs de croissance 

qui sont sécrétés par les ostéoblastes et jouent un rôle important dans la régulation du 

remodelage du tissu osseux et de la minéralisation de la matrice osseuse (André et al., 

2008). 

Quatre grands types de cellules sont présents dans le tissu osseux humain. Elles 

participent à la production, l'entretien ainsi qu'au modelage de l'ostéoïde. L'ostéoïde est 

une couche de fibrilles non minéralisées, produites par les ostéoblastes, qui fournit 

l'armature organique des lamelles osseuses en formation. On distingue les cellules 

ostéoprogénitrices, les ostéoblastes, les ostéocytes et les ostéoclastes (Figure 4.1 ). Les 

cellules ostéoprogénitrices proviennent de cellules mésenchymateuses et constituent une 

population de cellules souches qui pourront se différencier pour donner des cellules aux 

caractéristiques plus spécifiques (ostéoblastes et ostéocytes) (Stevens, 1997). 

La forme des cellules ostéoprogénitrices dépend de l'intensité du 

renouvellement osseux. En effet, dans l'os mature, avec un faible taux de remodelage, 

les cellules sont petites, en forme de fuseau et peuvent s'apparenter à des fibroblastes. 

Dans l'os fœtal ou dans un os adulte en période de remodelage intense, les cellules 

ostéoprogénitrices sont plus grosses, plus nombreuses, de forme cubique et 

correspondent aux ostéoblastes actifs (Stevens, 1997). 
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Ostéoblaste 

.--J 
Ostéocyte 

Ostéoclaste 

Figure 4.1 : Représentation des cellules osseuses (André et al. , 2008) . 

4.4 Remodelage osseux 

Le ti ssu osseux est en continuel remodelage dont le taux est rigoureusement 

contrôlé. Les ostéoclastes sont responsables de la dégradation de 1 'ancienne matrice 

osseuse selon un processus de résorption alors que les ostéoblastes se chargent de 

former de la nouvelle matrice lors du processus de formation osseuse. L'équilibre entre 

ces deux processus distincts est fondamental pour conserver les propriétés mécaniques 

de l'os, prévenir le risque de fractures et maintenir l' homéostasie calcique. L ' unité 

multicellulaire de base est la structure où se produit le remodelage. Les ostéoblastes et 

les ostéoclastes réalisent chacun leurs fonctions selon un ordre de temps très précis. Le 

cycle du remodelage osseux est d 'environ 4 mois chez l'adulte avec une phase de 

résorption durant 2 semaines et une phase de formation pouvant s'étendre de 2 à 3 mois. 

4.4.1 Ostéoblastes 

Les ostéoblastes ou cellules bordantes ont pour rôle de synthétiser la matrice 

osseuse ou ostéoïde. Ils assurent ensuite une minéralisation adéquate par dépôt de cristaux 

d'hydroxyapatite de Ca en modulant les réserves d'ions Ca2
+ et PO/. L'ostéoïde est 

composé de collagène de type 1, de protéoglycanes ainsi que de glycosaminoglycanes. 

Selon le stade du remodelage osseux, il est possible de distinguer différentes protéines 

exprimées par les ostéoblastes. Lors de la phase de formation de la matrice osseuse, les 

1 
1 

1 
1 
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ostéoblastes expriment des niveaux élevés de phosphatase alcaline (ALP) et de collagène 

de type I. Enfin, lors de la phase de minéralisation, on remarque l'expression 

d'ostéocalcine, d'ostéopontine et de sialoprotéine osseuse. On distingue 2 types 

d'ostéoblastes selon leur activité de synthèse. Lorsque les ostéoblastes synthétisent de 

l' ostéoïde, les cellules adoptent une forme plus aplatie et fusiforme. Mais certains 

ostéoblastes peuvent être entourés de matrice osseuse minéralisée et demeurer dans de 

petites cavités de l'os appelées lacunes · ostéocytaires. Ces cellules sont des ostéocytes 

(Stevens, 1997). Les ostéocytes sont les cellules les plus abondantes de l'os. Ils 

accumulent du glycogène cytoplasmique tout en produisant les composants de la matrice 

osseuse. Les ostéocytes peuvent communiquer entre eux et avec les ostéoblastes 

avoisinants par le biais de longs prolongements cytoplasmiques situés dans de minces 

canaux appelés canalicules. Ces prolongements cytoplasmiques permettent aussi aux 

ostéocytes de recevoir les nutriments essentiels à leur survie. Les ostéocytes, dans leurs 

lacunes, maintiennent autour d'.eux une mince couche d'ostéoïde tout en développant un 

important appareil de Golgi, ce qui suggère un rôle dans l'entretien de la matrice 

organique (Stevens, 1997, (Youyou, 2007). En effet, les ostéocytes ont la particularité de 

synthétiser et de dégrader l'os autour d'eux afin d'assurer un maintien qualitatif de l'os 

(André et al., 2008). Les ostéocytes peuvent rester longtemps insérés dans les lacunes 

même si l'importante proportion de lacunes vides dans les os âgés suggère une mort 

programmée par apoptose ou un processus de lyse par les ostéoclastes (André et al., 

2008; Stevens, 1997). Les cellules ostéoblastiques réalisent la formation et la 

minéralisation osseuse par sécrétion de composés matriciels, comme le collagène de type 

I et les protéines non-collagèneuses, et sécrètent aussi certains facteurs de différenciation 

ostéoclastique comme le facteur de stimulation des colonies de macrophages (M-CSF) et 

le facteur de transcription receptor activator ofnuclear factor kappa-B ligand (RANKL). 

Les ostéoblastes ont donc aussi pour rôle de moduler la résorption osseuse. Il va sans dire 

qu'une prolifération ostéoblastique, une différenciation, des fonctions sécrétoires ainsi 

qu'un taux d'apoptose adéquat sont importants pour maintenir un remodelage osseux 

normal (Mackie, 2003). Une perturbation de cet équilibre peut conduire à une perte de 

masse osseuse, au développement de l'ostéoporose ainsi qu' à l' augmentation du risque de 

fractures lorsque l'activité ostéoblastique est inhibée. Il peut y avoir aussi une 

surproduction de tissu osseux lorsque l' activité des ostéoblastes est favorisée par rapport 

l'activité ostéoclastique 
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4.4.2 Ostéoclastes 

Les ostéoclastes sont les cellules responsables de la dégradation de la matrice 

osseuse et appartiennent à la famille des cellules myéloïdes (Ganong, 2005). Ce sont des 

cellules multinucléées avec des noyaux localisés à l'opposé de la surface osseuse. De 

plus, les ostéoclastes contiennent un nombre élevé d'organites comme les 

mitochondries, un appareil de Golgi développé et des vacuoles remplies de lysozymes 

(Youyou, 2007). Les ostéoblastes et les cellules du stroma expriment à leur surface le 

RANKL. Lorsque ces cellules viennent en contact avec les monocytes appropriés, le 

RANKL se lie au RANK à la surface des monocytes. Le M-CSF est également sécrété et 

se lie à un récepteur sur le monocyte (C-FMS). Cette combinaison de facteurs permet la 

différenciation du précurseur monocyte en ostéoclaste. De plus, les cellules précurseurs 

des ostéoblastes sécrètent l'ostéoprotégérine (OPG) qui exerce un contrôle sur la 

conversion des monocytes en agissant comme un compétiteur du RANKL pour la 

liaison au RANK (Ganong, 2005). 

On distingue 5 phases lors du remodelage osseux. En premier lieu, la phase 

d'activation, où les cellules bordantes perçoivent un signal d'origine hormonale ou 

mécanique, qui se traduit par une dégradation de la fine couche de matrice non 

minéralisée située juste en dessous des cellules bordantes. Ceci permet aux précurseurs 

ostéoclastiques d'avoir accès à la matrice osseuse. La phase de résorption débute avec 

l' activation de précurseurs ostéoclastiques, présents dans la moelle osseuse, qui 

fusionnent entre eux, se différencient en ostéoclastes plurinucléés et finissent par 

s'attacher à la surface osseuse (Youyou, 2007). Les bords des ostéoclastes en contact 

avec l'os sont plissés, ce qui forme une membrane ondulée (bordure en brosse) qui 

adhère fortement à l'os et isole l'aire de destruction du tissu osseux (Marieb, 2005). Les 

ostéoclastes dégradent la matrice osseuse par sécrétion d'enzymes lysosorniales et 

d'acide chlorhydrique. L'acidification de l'environnement permet la solubilisation des 

cristaux de la phase inorganique, tandis que les enzymes dégradent la partie organique, 

ce qui laisse un fossé appelé lacune de résorption ou lacune de Howship (Marieb, 2005) 

À la fin de la résorption, les ostéoclastes meurent par apoptose. La phase de 

réversion est une phase de transition qui se produit lorsque les ostéoclastes en apoptose 

sont remplacés par les cellules bordantes et pré-ostéoblastiques dans les lacunes. Il y 

alors apparition d'une ligne cémentante correspondant aux limites de l'ancien et du 

nouvel os. Cette ligne cémentante est riche en ostéopontine, ce qui permet l'activation 

des ostéoblastes (Youyou, 2007). Pendant la phase de formation, les ostéoblastes 
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amorcent la synthèse de la matrice protéique non minéralisée ou ostéoïde. Au bout de 2-

3 semaines, l'ostéoïde se minéralise par la formation d'hydroxyapatite suite à un apport 

de Ca et de phosphate. Finalement durant la phase quiescente, les ostéoblastes se 

différencient en cellules bordantes et recouvrent la surface osseuse en attente d'une 

prochaine activation focale des ostéoclasies (Figure 4.2) (Youyou, 2007). 

Figure 4.2: Le remodelage osseux (Youyou, 2007). 

4.5 Rôle du zinc dans le métabolisme osseux 

Un apport nutritionnel minimal en Zn pour la formation osseuse normale a été 

décrit pour la première fois en 1941 (Hadley, Newman et Hunt, 201 0). Les effets 

positifs du Zn sur la croissance osseuse et la minéralisation chez le rat (Becker et 

Hoekstra, 1966 ; Hurley, Gowan et Milhaud, 1969), ainsi que son effet i1ù1ibiteur sur 

l'activité de résorption osseuse des ostéoclasies in vitro (Holloway et al., 1996) 

démontrent le rôle essentiel du Zn dans la santé de l'os. Le Zn est important pour 

l'activité de plusieurs enzymes osseuses comme la phosphatase alcaline (ALP) (Oner, 

Bhaumick et Baia, 1984), la gélatinase de type IV (Collier et al., 1988), l'anhydrase 

carbonique II (CAli) (Pocker et Sarkanen, 1978) et la phosphatase acide tartrate­

résistante (TRAP) (Minkin, 1982 ; Stisi, Goldhaber et Jennings, 1966). Plusieurs études 

ont corrélé l' apport adéquat en Zn et la santé osseuse. Des diètes pauvres en Zn et de 
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faibles concentrations plasmatiques en Zn sont associées à une ostéopénie, baisse de la 

densité osseuse, à de l'ostéoporose et à un risque accru de fractures (Eimstahl et al., 

1998; Hadley, Newman et Hunt, 2010; Hyun, Barrett-Connor et Milne, 2004). Le Zn a 

des fonctions essentielles diverses dans l'organisme et joue clairement un rôle dans le 

métabolisme osseux. En effet, une déficience en Zn se traduit par un retard dans le 

développement du squelette (Long, 1997). 

Le Zn exerce un effet direct sur la minéralisation de l'os par son action sur la 

nucléation et la croissance minérale. Dans les cellules MC3T3-El, un clone de la lignée 

ostéoblastique murine MC3T3, le Zn stimule la prolifération cellulaire et l'activité de 

1' ALP tout en augmentant 1' expression de plusieurs marqueurs ostéoblastiques comme 

le pro-collagène de type I, l'ostéopontine et l'ostéocalcine (Hadley, Newman et Hunt, 

201 0). De plus, même en petite quantité, le Zn inhiberait l'ostéoclastogénèse et la 

résorption et stimulerait l'activité ostéoblastique ce qui favorise la formation osseuse 

(Tang et al., 2006). Les mécanismes de stimulation de la formation osseuse par le Zn ne 

sont pas encore élucidés tant le nombre de protéines et d'enzymes contenant du Zn est 

important dans les cellules osseuses (Tang et al., 2006). 

4.6 Effets du Cd sur le tissu osseux 

L'exposition au Cd provoque des dommages au squelette qui se traduisent par le 

développement de l'ostéoporose et une augmentation du risque de fractures chez 

l'humain (Coonse et al., 2007). Le Cd peut se fixer au niveau du tissu osseux et entrer 

en compétition directe avec le Ca. Les effets délétères sont augmentés lorsque l'apport 

de Ca par l'alimentation est insuffisant. Il y a deux mécanismes qui sont proposés pour 

expliquer les effets toxiques du Cd sur les os. Le premier mécanisme serait indirect, le 

Cd circulant affecte les cellules du tubule rénale proximal, amenant une diminution 

d'activation de la vitamine D3 ce qui diminue l'absorption intestinale de calcium et 

donc affecte le remodelage osseux (Chalkley, Richmond et Barltrop, 1998; Jarup, 

2002). Le deuxième mécanisme impliquerait une action directe du Cd sur l'os en 

stimulant la résorption osseuse ou en inhibant la formation osseuse. Dans ces deux cas, 

le Cd induit une perte osseuse (Coonse et al., 2007; Levesque et al. , 2008; Long, 1997; 

Martin et al., 2006). Il a été montré in vitro que le Cd altère les fonctions et la viabilité 

des ostéoblastes (Angle et al., 1993; Coonse et al., 2007; Iwarni et Moriyama, 1993; 

Levesque et al., 2008) et des ostéoclastes (Iwami et al. , 1993). Le Cd a un effet 

cytotoxique direct sur des cultures ostéoblastiques qui se traduit par une diminution de 

------·-·---------------------------------------- -
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la synthèse de collagène, une altération de l'homéostasie calcique et une réduction du 

nombre de nodules de formation osseuse (Coonse et al., 2007). De plus, le Cd perturbe 

les mécanismes de régulation du processus apoptotique dans de nombreux types 

cellulaires dont les cellules osseuses (Smith et al., 2009). Une régulation adéquate de 

l'apoptose, ou mort cellulaire programmée, est essentielle puisqu'elle permet de 

maintenir l'équilibre entre les ostéoclastes, responsables de la résorption osseuse, et les 

ostéoblastes qui favorisent la formation osseuse. La perte d'apoptose des ostéoclastes 

altère le remodelage osseux et conduit à une perte osseuse comme 1' ostéoporose 

(Coonse et al., 2007). Le Cd stimule l'activité ostéoclastique sur de courtes périodes 

d'exposition et inhibe l'activité ostéoblastique lorsque l'exposition est prolongée 

(Suzuki et al. , 2004). 



CHAPITRE V 

LES TRANSPORTEURS DE ZINC 

5.1 Généralités sur le Zn 

Le Zn, de masse atomique 65 (Yu, Kirschke et Huang, 2007), est de couleur 

blanche. On trouve le Zn à l'état naturel dans de très nombreuses sources et malgré qu'il 

soit très toxique à hautes doses, il est un oligo-élément indispensable tant aux animaux 

qu'aux végétaux (Santé Canada, 1979). Il est un composant essentiel pour un grand 

nombre de protéines et d'enzymes (Berg et Shi, 1996; Jou et al., 201 0; (Berg et Shi, 1996 

; Wolfe, Grant et Pabo, 2003). Le Zn participe à de nombreuses réactions métaboliques, 

surtout comme agent catalyseur. On trouve le Zn dans plus de 80 systèmes enzymatiques 

où il a des rôles très variés. En effet, il peut jouer un rôle important dans la formation des 

membranes et des motifs à doigts de Zn (facteurs de transcription), comme catalyseur 

dans la fonction des métallo-enzymes, dans la réponse immunitaire, le développement des 

gonades sexuelles, la reproduction, l'activation d'hormones, la régénération des tissus 

lésés, ainsi que dans la synthèse de l'ADN, de l'ARN et des protéines (Matsuura et al. , 

2009; Murgia et al., 1999; Reeves, Briske-Anderson et Johnson, 2001). Les fonctions 

importantes du Zn dans la croissance et le développement demandent un apport important 

en Zn durant l'enfance (Jou et al., 2010; MacDonald, 2000). L'observation d'une haute 

teneur en Zn dans la composition du lait durant les premières lactations suggère le besoin 

d'un apport élevé de Zn durant la période néonatale (Krebs et Hambidge, 1986). Dans la 

nourriture, on retrouve le Zn surtout dans les viandes, les fruits de mer, les noix, les 

poissons, mais l'huître est l'aliment qui en contient le plus (Santé Canada, 1979) (Tableau 

5.1). Le Zn est aussi impliqué dans la transmission synaptique ainsi que dans la sécrétion 

de l'insuline par le pancréas (Semrad, 1999; Yu, Kirschke et Huang, 2007). Les cellules 

eucaryotes ont une remarquable capacité à réguler leur niveau de Zn intracellulaire. Une 

étude a montré que bien que les cellules soient exposées à des concentrations 

micromolaires de Zn libre, le niveau intracellulaire de Zn libre nécessaire pour réguler la 

transcription des transporteurs de Zn responsables de l'influx et de l'efflux est de l'ordre 

du femtomolaire (Outten et O'Halloran, 2001). Le Zn étant un oligo-élément, on trouve 

entre 2 à 3 g de Zn dans l'organisme. On retrouve 65% du Zn corporel total dans les 

muscles et 20% dans les os (100-300 IJ.g/kg) (Tang et al. , 2006). Le reste du Zn se situe 

surtout dans Je foie, les cheveux, les reins, le sperme, la prostate et les yeux (Santé 

Canada, 1979). 
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De plus, les concentrations en Zn sont élevées dans les os, les cartilages et les dents 

(Bergman et Soremark, 1968) et le Zn pourrait jouer un rôle dans le métabolisme osseux 

par la stimulation de la formation et de la minéralisation osseuse. 

Aliments · Portions Zn 

Huîtres du Pacifique lOOg 16-33 mg 

Foie de veau lOOg 9-12 mg 

Bœuf, épaule, flanc ou IOOg 7-11 mg 

surlonge 

Foie de bœuf ou de porc IOOg 6-7 mg 

Graines de sésame 60rnl 3 mg 

Beurre de sésame, tahini 30rnl 3 mg 

Palourdes en conserve IOOg 3 mg 

Poulet, viande brune IOOg 3 mg 

Champignons shiitakes 10 champignons (36g) 3 mg 

Légumineuses 250rnl 2-3 mg 

Graines de citrouille et de 60ml 2-3 mg 

courge 

Tableau 5.1 : Sources alimentaires de Zn (Santé Canada, 1979) 

La biodisponibilité orale du Zn varie entre 10 et 80% selon la solubilité du 

composé de Zn, l'état nutritionnel ainsi que la présence de composés qui peuvent 

augmenter (acides aminés, acide picolinique) ou diminuer (calcium, phosphore, fibres, 

phytates) l'absorption du Zn (Salgueiro et al., 2000; Sandstead et Smith, 1996; Tumlund 

et al., 1991). Il est recommandé d'avoir un apport journalier de Zn de 15 mg. 
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L'absorption du Zn chez l'enfant n'est pas aussi bien régulée que chez l'adulte, ce qui 

augmente les risques de toxicité malgré la demande élevée en Zn durant l'enfance 

(Caulfield et al., 1998). Chez l'adulte, l'homéostasie du Zn est atteinte grâce à un 

équilibre entre l'absorption intestinale et l'excrétion (King, Shames et Woodhouse, 

2000). 

5.2 Absorption du Zn 

L'absorption de Zn est inversement reliée à la consommation par la diète; la 

capacité d'absorption intestinale est élevée lorsque le niveau de consommation de Zn est 

faible. Durant les périodes de fortes consommations, l'efficacité d'absorption diminue, 

car moins de transporteurs sont exprimés aux membranes cellulaires, mais la quantité 

totale de Zn absorbé augmente. L'intestin grêle est le site majeur d'absorption et 

d'excrétion du Zn. Un apport alimentaire inadéquat, des conditions qui diminuent 

!;absorption du Zn ou augmentent l'excrétion intestinale ou urinaire peuvent causer 

rapidement une déficience en Zn étant donnée la disponibilité limitée du stock de Zn 

échangeable dans le corps (Sernrad, 1999). Le pool de zinc facilement disponible, situé 

surtout dans le sang, ne constitue qu'une petite réserve. Au total le sang ne contient que 

2.5% du Zn dans l'organisme (10 mmol en équilibre avec le plasma) (Hambidge et al., 

201 0). Le stock échangeable est la somme de toutes les réserves échangeables de Zn 

dans le sang et le plasma dans les 48-72 h et joue un rôle critique dans les processus 

biologiques dépendants du Zn. La taille de ce stock dépend directement de 1 'apport 

nutritionnel de Zn, de l'efficacité d'absorption et de l'excrétion de Zn endogène (Krebs 

et al., 2003). De plus, les MT sont des protéines cytoplasmiques, riches en cystéines qui 

lient le Zn intracellulaire avec une grande affinité et peuvent donc fournir un pool de Zn 

lorsque les conditions sont limitantes (Andrews et Geiser, 1999; Dalton et al.,I996; 

lnoue et al. , 2002; Nath et al., 1988; Suzuki et al., 2005). Chez les animaux et les 

humains, la concentration circulante de Zn dépend directement de l'absorption de Zn 

provenant de l'alimentation. Un apport alimentaire déficient en Zn pendant quelques 

heures diminue la concentration de Zn au niveau du plasma et si la déficience diététique 

dure quelques jours, il est possible d'observer une diminution de la concentration en Zn 

dans les organes (Reeves, Briske-Anderson et Johnson, 2001 ). Pour maintenir une 

concentration en Zn optimale, il faut tenir compte d'un apport alimentaire suffisant en 

Zn ainsi que d'un taux d'absorption intestinale adéquat (Reeves, Briske-Anderson et 

Johnson, 2001). 
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Le Zn est un ion hydrophile qui possède une forme métallique (Zn°) et un état 

d'oxydation (+2). Le Zn2
+, hautement chargé, ne peut pas traverser les membranes 

cellulaires par diffusion passive (Yu, Kirschke et Huang, 2007), et pour cela, il existe des 

mécanismes de transport spécifiques. Le transport de Zn peut se faire à travers des pores, 

surtout pour les substances liposolubles et les électrolytes, ou par des canaux ioniques 

qui permettent le passage d'ions spécifiques selon le gradient électrochimique. Le 

transport peut se faire via des transporteurs ou perméases. Ces protéines 

transmembranaires lient de manière spécifique la molécule à transporter, changent de 

conformation et libèrent la molécule à transporter de l'autre côté de la membrane. Si le 

transport spécifique suit Je gradient de concentration, il est passif (diffusion médiée ou 

facilitée). Si par contre, il est contraire au gradient de concentration, ou génère ce 

gradient, il est actif et dépense (directement ou indirectement) de l'énergie. 

L'absorption orale du Zn se fait majoritairement au niveau de l'intestin proximal 

par diffusion facilitée impliquant des transporteurs membranaires (Ford, 2004). Des 

études menées sur la lignée cellulaire intestinale Caco-2 montrent que le transport de Zn 

a des composantes saturables et non-saturables (Raffaniello et Wapnir, 1991). Un apport 

important en Zn diminue Je nombre et/ou l'affinité des transporteurs de Zn (Reeves, 

Briske-Anderson et Johnson, 2001). Le mécanisme d'absorption intestinale est donc un 

processus modulé par les besoins de l'organisme impliquant des protéines spécifiques 

(Reeves, Briske-Anderson et Johnson, 2001). La fine régulation de l'homéostasie du Zn 

est une caractéristique fondamentale pour la survie cellulaire, puisque un excès de Zn, 

tout comme une déficience, est incompatible avec les fonctions cellulaires (Zemann et 

al., 2011). 

5.3 Transporteurs de Zn 

L'homéostasie du Zn est régulée primairement par son transport intestinal via 

des protéines (King et al., 2001 ; Taylor et al., 1991) et trois familles de transporteurs de 

Zn ont été identifiées comme participant à la régulation de l'homéostasie du Zn: ZRT, 

IRT comme les protéines (ZIP) et la famille des « cation diffusion facilitator » (CDF). 

Les SLC30 (ZnT) et les SLC39 (ZIP) sont des protéines transmembranaires ayant des 

rôles distincts dans l' homéostasie cellulaire du Zn (Liuzzi et Cousins, 2004). 
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5.4 La famille des ZIP 

La famille des transporteurs ZIP est constituée de 14 membres. Ils ont la fonction 

d'augmenter la concentration de Zn cytoplasmique en favorisant son entrée dans la 

cellule ou permettant son relargage hors des compartiments intracellulaires vers le 

cytoplasme (Matsuura et al. , 2009; Shen, Qin et Guo, 2008). 

ZIPl et 3 sont exprimés à la membrane plasmique et sont responsables de 

l'entrée de Zn dans la cellule (Desouky et al., 2002; Gaither et Eide, 2001 ; Jou et al., 

201 0). ZIPl est aussi localisé sur des vacuoles intracellulaires dans les cellules 

épithéliales. En cas de déficience en Zn extracellulaire, il pourrait aussi avoir un rôle 

dans la régulation des niveaux cytoplasmiques de Zn en favorisant le transfert de Zn 

stocké dans des compartiments intracellulaires vers le cytoplasme (Milon et al., 2001 ). 

La surexpression de ZIPl et ZIP3 se traduit par une augmentation de l'accumulation de 

Zn dans plusieurs lignées cellulaires (Franklin et al., 2005 ; Franklin et al., 2003). ZIPI 

et ZIP3 jouent un rôle dans la distribution et la rétention tissulaires du Zn alors que ZIP4 

et ZTP5 jouent un rôle clé dans l'acquisition du Zn venant de la diète (Yu, Kirschke et 

Huang, 2007). 

ZIP4 est localisé à la membrane apicale des entérocytes et il est le principal 

régulateur de l'irnport (influx) de Zn intestinal. Des mutations sur le gène codant pour ce 

transporteur sont associées à une acrodermatite entéropathique (AE), ce qui indique le 

rôle important de ce gène dans le transport intestinal de Zn (Ford, 2004). Les patients 

souffrent en général d'une maladie de peau et d'infections fréquentes (Kury et al., 

2002 ; Wang et al., 2002). Les enfants atteints de 1 'AE ont des concentrations faibles en 

Zn dans le sérum à cause de la mutation du transporteur de Zn intestinal 

SLC39A4/ZIP4. Dans des conditions de déficience en Zn, des retards de croissance 

osseuse et une augmentation de la fragilité de la peau sont couramment observés 

(Hambidge et Krebs, 2007; Prasad, Halsted et Nadimi, 1961 ). A ce jour, ZIP4 est le seul 

membre de la super famille des ZIP chez les mammifères qui a été montré comme 

essentiel, et il jouerait un rôle fondamentale dans l'adaptation à la déficience au Zn 

(Weaver et al. , 2010). Des études récentes suggèrent que ZIP4 est régulé à de multiples 

niveaux en réponse au changement dans la disponibilité du Zn. Par ailleurs, chez la 

souris, l'abondance de protéines ZIP4 à la membrane plasmique des entérocytes diminue 

rapidement lorsqu'une déficience en Zn est comblée par la diète (Dufner-Beattie et al. , 
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2003 ; Mao et al. , 2007). L'apport en Zn stimule l'endocytose de ZIP4 ce qui diminue 

l'accumulation de Zn par ZIP4 suggérant un processus contrôlé par l'influx de Zn lui­

même (Kim et al. , 2004). Ceci a été confirmé in vitro dans les cellules HEK293 

transfectées (Kim et al., 2004). De plus, cette étude a montré un niveau supplémentaire 

de régulation de ZIP4 impliquant la dégradation des protéines médiée par 

l'ubiquitination. En effet, ZIP4 serait dégradé en présence de hauts niveaux de Zn (10-

20 J..lM) comparativement à ceux nécessaires pour l'endocytose (1 )..lM). Plusieurs 

. analyses ont démontré que l'endocytose de ZIP4 est un pré-requis pour la dégradation 

de ZIP4 par les voies protéasomales et Jysosomales. 

ZIP7 et ZIP13 ont été identifiés comme étant importants pour l'homéostasie du 

Zn dans le réticulum endoplasmique (RE) et l'appareil de Golgi (Matsuura et al., 2009). 

La protéine ZIP8, encodée par Je gène SLC39A8, a été identifiée comme étant 

responsable de différentes intensités de toxicité testiculaire du Cd. Les chercheurs de 

cette étude ont exprimé un acide désoxyribonucléique complémentaire (ADNe) 

rétroviral stable de ZIP8 dans des fibroblastes de fœtus de souris afin d'exprimer ZIP8. 

L'étude a montré qu'une surexpression de ZIP8 augmente respectivement 10 et 30 fois 

l'accumulation de Cd et la sensibilité cellulaire. Inversement, une étude a montré que la 

suppression de l'expression de ZIP8 par un small interfering RNA (siRNA) diminue Je 

transport de Cd (Fujishiro et al. , 2009). Le transport est optimal à pH 7.5 et est 

indépendant des gradients de K\ de Na+ ou d'ions chlorure (Cr), mais dépendant du 

bicarbonate (HC03") (He et al. , 2006). Le Mn est le plus puissant inhibiteur du transport 

de Cd via ZIP8. Il est possible que Mn soit un substrat physiologique de ZIP8. ZIP8 est 

localisé au côté apical et serait un symport Mn2+/HC03·, où le gradient entrant de HC03• 

à travers la membrane est une force permettant le transport de Mn2+ (He et al., 2009). Le 

Cd2+ pourrait être transporté par mimétisme ionique avec le Mn2+. La famille des ZIP se 

retrouve à plusieurs niveaux phylogénétiques et l'expression de ces protéines est régulée 

au niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel pour maintenir un apport constant en 

Zn (Guerinot, 2000). 

5.5 La famille des ZnT 

La famille des transporteurs ZnT, composée de 10 membres, permet de réduire 

la concentration cytoplasmique de Zn en favorisant l' export (efflux) du Zn en dehors de 

la cellule ou en le séquestrant dans des compartiments subcellulaires lorsqu'il est 

abondant (Yu, Kirschke et Huang, 2007). ZnTl, exprimé ubiquitairement, est un 
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membre de la famille des CDF, et il est localisé à la membrane apicale et basolatérale de 

l'intestin et est responsable de l'efflux de Zn provenant du cytosol (He et al., 2006; Jou 

et al., 2009 ; Liuzzi et Cousins, 2004). Son absence dans les cellules mutantes se 

remarque par une augmentation de la sensibilité à la toxicité du Zn (Palmiter, 2004; 

Palmiter et Findley, 1995). ZnTl et MT seraient responsables du maintien de 

l'homéostasie du Zn en cas de hautes concentrations en Zn (Zemann et al., 2011). 

L'expression de Zn Tl ainsi que de MT est régulée par le Zn par le biais du facteur de 

transcription qui répond aux métaux (MTF-1) (Langmade et al., 2000; Radtke et al., 

1993). Dans les cellules transfectées pour surexprimer ZnTl, l'efflux de Zn est accru et 

la concentration intracellulaire de Zn chute, ce qui suggère que ZnT 1 empêche une 

accumulation excessive en Zn au niveau-intracellulaire, offrant une protection cellulaire 

à la toxicité du Zn (Palmiter et Findley, 1995). ZnTI est le seul transporteur qui soit 

directement impliqué dans le transport du Zn cytoplasmique vers l'extérieur de la 

cellule. Par conséquent, on s'attendrait à ce que ZnT1 transfère le Zn intracellulaire, 

préalablement transporté à la membrane apicale à partir de la diète, à travers la 

membrane basolatérale des entérocytes jusqu'à la circulation sanguine (Yu, Kirschke et 

Huang, 2007). ZnT1 est fortement exprimé dans le duodénum mais beaucoup moins au 

niveau du jéjunum et de l'iléon et il est localisé à la membrane basolatérale des 

entérocytes dans le duodénum (Yu, Kirschke et Huang, 2007). ZnTl est plus faiblement 

exprimé dans les cellules épithéliales de la crypte qu'au niveau des villosités du 

duodénum, ce qui suggèrent une expression variable le long de l'axe crypte-villosité et 

donc en fonction du stade de différenciation entérocytaire (Yu, Kirschke et Huang, 

2007). Le transport de Zn au niveau de la membrane basolatérale est régulé par 

différents transporteurs de Zn dont l'expression est aussi modulée selon les besoins et les 

apports en Zn. Les ZnT et ZIP sont assez sélectifs au Zn, mais ils pourraient aussi 

transporter le Fe et le Mn et certains métaux non-essentiels (He et al., 2009). ZnT2 est 

localisé dans les compartiments intracellulaires et séquestre le Zn dans des vésicules 

intracellulaires pour le stockage (Liuzzi et Cousins, 2004 ; Palmiter, Cole et Findley, 

1996 ; Palmiter et Huang, 2004). L'ensemble des ZnT 2-8 sont localisés dans la région 

périnucléaire ou dans les compartiments vésiculaires de la cellule (Yu, Kirschke et 

Huang, 2007). Les transporteurs ZnT sont fortement exprimés dans l'intestin, ce qui 

permet de présumer un rôle important dans la distribution du Zn pour l'organisme 

(Semrad, 1999). 
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Les ZnT4 à 7 participent à l'homéostasie du Zn en promouvant les voies de 

sécrétion du Zn dans la circulation sanguine pour le chargement des enzymes 

dépendantes du Zn comme l' ALP (Matsuura et al., 2009). Chez la souris, ZnT7 est 

fortement exprimé dans le foie et l'intestin grêle et modérément au niveau des poumons, 

du cerveau, de la rate et des reins. Une analyse par imrnunofluorescence a montré que 

ZnT7 est localisé dans l'appareil de Golgi et dans les vésicules cytoplasmiques 

(Kirschke et Huang, 2003). L'étude suggère que ZnT7 facilite le transport du Zn du 

cytoplasme vers l'appareil de Golgi (Kirschke et Huang, 2003). Un nouveau 

transporteur hZTL 1 (variant de SLC30A5) aurait possiblement un rôle dans le transport 

du Zn provenant de la diète à travers la membrane apicale des entérocytes (Condomina 

et al., 2002). Exprimé dans les ovocytes, hZTL 1 module le transport de Zn2+. Ce 

transport est inhibé à pH 5.5, tandis qu'il est optimal à 7.5 (Ford, 2004). 

Le rôle des transporteurs ZnT dans le métabolisme osseux ainsi que la croissance 

commence à être mieux compris. En effet, une étude a montré que la répression du gène 

ZnT5 mène à de l'ostéopénie chez la souris, avec diminution du volume osseux, de la 

différenciation et de l'activité ostéoblastique (Tang et al. , 2006). Les transporteurs de la 

famille des ZIP, largement distribués dans de nombreux ti ssus, ont certainement un rôle 

dans le transport de Zn dans les cellules ostéoprogénitrices et ostéoblastiques. De plus, 

ZIPl est exprimé ubiquitairement y compris dans la moelle osseuse. Il a donc été proposé 

comme étant le transporteur de Zn majeur pour de nombreux tissus (Tang et al., 2006). 

Le transporteur de métal divalent (DMTIIDCTI), qui est localisé à la membrane 

apicale des entérocytes, joue un rôle dans l'absorption du fer par les entérocytes. Il est 

principalement un transporteur de fer, avec une faible affinité pour les autres métaux 

comme le Zn (Fleming et al., 1997 ; Gunshin et al., 1997). Cette protéine est responsable 

du transport apical de Fe2+ en symport avec un proton (H+). DCTl est l'isoforme murin le 

plus proche de NRAMP-2 chez l'homme. L'expression de NRAMP-2/DCTl a été étudiée 

chez la souris ainsi que dans les cellules Caco-2 et TC7 (un clone de la lignée Caco-2) 

(Canonne-Hergaux et al., 2001 ; Elisma et Jumarie, 2001). L'existence d' autre isoformes 

(DCT2 et DCT3) a été suggérée, elles pourraient participer à l'absorption intestinale du 

Zn (Condomina et al., 2002). Il y aurait donc probablement plus d'un transporteur 

impliqué dans l'absorption du Zn au niveau de l'intestin grêle chez le rat. De plus, 

l' absorption intestinale de Zn peut être inhibée par la présence de cuivre (Condomina et 

al., 2002). 



ÇHAPITRE VI 

OBJECTIF ET HYPOTHÈSES DE RECHERCHE 

Notre objectif de recherche est de déterminer l'implication de transporteurs de Zn 

dans l'absorption intestinale du Cd et dans son accumulation dans les cellules 

ostéoblastiques en utilisant les lignées cellulaires humaines Caco-2 ( entérocytes) comme 

modèle de voie d'absorption et MG63 (ostéoblastes) comme modèle de tissu cible. 

L'utilisation de ces deux modèles permettra aussi de faire une comparaison entre des 

cellules épithéliales et des cellules non-épithéliales. 

6.1 Hypothèses 

Le Cd étant un métal cationique divalent non-essentiel (Cd2+), l'existence de 

transporteurs membranaires spécifiquement dédiés à l'absorption du Cd est peu probable. 

Il est possible que le Cd puisse emprunter, par mimétisme ionique, des mécanismes de 

transport destinés aux éléments essentiels. Ceci a été montré dans les cellules intestinales 

Caco-2, avec NRAMP2 qui transporte le Fe (Elisma et Jumarie, 2001) et dans les cellules 

testiculaires avec le transporteur ZIP8 qui transporte le Zn (Fujishiro et al., 2009). 

Maintenant, l'implication de ZIP8 dans le transport intestinal et ostéoblastique doit être 

caractérisé. Par ailleurs, il a été montré que ZnTl est plus faiblement exprimé dans les 

cellules intestinales de la crypte (indifférenciées) que dans les villosités (différenciées) 

(figure 6.1) (Yu, Kirschke et Huang, 2007). 

Nous émettons donc les hypothèses suivantes: 

1) Selon leur niveau d'expression, certains systèmes de transport de Zn 

pourraient contribuer significativement au transport de Cd dans les 

entérocytes et les ostéoblastes humains 

2) La contribution respective de ces transporteurs au transport intestinal 

de Cd varierait avec l'état de différenciation entérocytaire. 
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Figure 6.1 : Structure de l'épithélium intestinal (Figure adaptée de Sancho et al., 2004). 
L'intestin grêle et le côlon sont recouverts d'un épithélium fonné de cellules polarisées 
et de cellules prolifératives localisées à la base des cryptes . Au fur et à mesure que les 
cellules migrent vers la partie apicale, elles se différencient pour fonner les entérocytes 
et les cellules sécrétrices (cellules caliciformcs, cellules entéroendocrines). L' intestin 
grêle se caractérise par sa structure en villosités et la présence de cellules de Paneth. Le 
côlon présente une surface plane et les cellules de Paneth sont absentes . 

6.2 Choix des transporteurs de Zn étudi és 

Selon la littérature, ZIP 1 et 4, localisés au niveau de la membrane apicale des 

entérocytes, seraient importants pour l'absorption intestinale du Zn. Ils sont donc des 

candidats pertinents dans le cadre de cette étude. De plus, le transporteur hZTLI serait 

aussi localisé sur la membrane apicale (Cragg et al. , 2002). Nous avons donc étudi é son 

rôle dans le transport de Cd. Le projet portait aussi sur ZIP8 puisque son expression dans 

les cellules conduit à une augmentation du transpo1i du Cd (Fujishiro et al. , 2009). 

À partir de techniques de biologie moléculaire telles que l'extraction d ' ARN, la 

transcription inverse (RT) et la polymérisation en chaîne (PCR), il est possible de vérifier 

l'expression des gènes ZIPl, 4, 8 et hZTLl dans chaque lignée étudiée. Parallèlement, 

nous avons étudié le transport de 109Cd sous différentes conditions expérimentales pour 

obtenir des indices sur la participation de ces transporteurs de Zn dans 1 'accumulation 

cellulaire de Cd. 
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6.3 Modèles cellulaires 

6. 3.1 La lignée cellulaire Caco-2 

Les cellules Caco-2 dérivent d'un adénocarcinome colorectal humain et sont 

utilisées comme modèle entérocytaire in vitro, puisque ces cellules sont capables de se 

différencier spontanément en des cellules matures ayant les caractéristiques des 

entérocytes (Pinto et al., 1983 ). Il a été montré que les cellules Caco-2 différenciées (121) 

ont une tolérance plus élevée au Cd et au Fe que les cellules Caco-2 indifférenciées (17) 

(Cardin, Mantha et Jumarie, 2009 ; Zodl et al., 2004). Les cultures comprennent une 

phase de prolifération exponentielle avant confluence, durant laquelle les cellules sont 

indifférenciées, et une phase de différenciation qui débute spontanément à confluence 

(généralement atteinte au jour 7). Les cultures miment donc ce qui se passe in vivo le long 

de l'axe crypte-villosité lors du renouvellement de l'épithélium intestinal (Meunier et al., 

1995). À 21 jours de culture, les cellules Caco-2 forment une monocouche polarisée, 

possèdent de nombreuses microvillosités sur la membrane apicale et des jonctions serrées 

bien développées (figure 6.2). De plus, les cellules Caco-2 expriment des hydrolases, des 

arninopeptidases ainsi que la y-glutamyltranspeptidase au niveau des microvillosités 

(Meunier et al., 1995). Les cellules Caco-2 matures sont aptes à faire du transport 

transépithélial, ce qui se manifeste par le développement de dômes lorsque cultivées sur 

Pétris (Simon-Assmann et al., 2007). L'accumulation d'eau, entraînée par la force 

osmotique, sous la membrane .base latérale, soulève la monocouche et témoigne d'un bon 

état de différenciation quant aux fonctions de transport. Il est donc intéressant d'étudier 

comment varie l'expression de différents transporteurs de Zn en fonction de l'état de 

différenciation et de corréler ces variations avec celles du transport de Cd lui-même. 
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Figure 6.2: Culture de cellules Caco-2 A) indifférenciées (17) et B) différenciée 
(121) (grossissement: 10 X) 

6.3.2 La lignée cellulaire MG63 

La lignée cellulaire MG63 provient d'un ostéosarcome d'un jeune homme 

caucasien de 14 ans (Billiau et al. , 1977). Les cellules MG63 sont considérées comme 
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étant des ostéoblastes immatures (pré-ostéoblastes) bien qu'elles expriment un certain 

nombre de marqueurs phénotypiques propres aux ostéoblastes comme la synthèse de 

l'ostéoïde, quoique cette synthèse soit désordonnée et relativement faible (Levesque et 

al., 2008). Des résultats prélirllinaires ont été obtenus sur l'accumulation et la cytotoxicité 

du Cd sur la lignée MG63 ainsi que sur la lignée murine MC3T3. Bien que la lignée 

MC3T3 ait une différenciation supérieure à celle de la lignée MG63, nous avons choisi 

pour notre étude la lignée humaine MG63 en vue de comparer avec la lignée intestinale 

Caco-2, aussi humaine. Mentionnons que MG63 n'est pas la seule lignée humaine de type 

ostéoblastique. En effet, il aurait été possible de sélectionner la lignée SaOS-2 ou U20S 

mais dans le premier cas, la prolifération est plus faible que pour les cellules MG63, et 

dans le deuxième cas, le modèle est peu caractérisé et beaucoup moins utilisé que la 

lignée MG63. De plus, la sensibilité des cellules au Cd est plus importante avec les 

cellules MG63 plutôt qu'avec les cellules SaOS-2 et U20S (résultats non publiés). Ceci 

constituant un argument de plus pour choisir les cellules MG63 comme modèle d'étude. 

Figure 6.3: Cellules MG63 après 7 jours de culture (grossissement: 10 X) 

l 



7.1 Culture cellulaire 

Lignée cellulaire Caco-2. 

CHAPITRE VII 

MA TÉ RIEL ET MÉTHODES 

La lignée cellulaire Caco-2 (obtenu par le Dr. A. Zweibaum, Pinto et al. , 1983) a 

été utilisée entre les passages 200 et 225. Les stocks de culture ont été maintenus sur des 

tlasks de plastique de 75-cm2 (Coming loc.) ensemencés à une densité de 1 x 106 

celluleslflask dans du milieu Dulbecco's modified Eagle essential minimum (DMEM) 

(GibcoBRL, Grand Island, NY, USA) contenant 25 mM de glucose avec un ajout de 15% 

de sérum fœtal bovin (FBS) inactivé (56°c pendant 30 min) (PAA Inc., Montreal, QC, 

Canada), 0.1 mM d'acides aminés non essentiels et 50 U/ml-50 J..Lg/ml de pénicilline­

streptomycine (GibcoBRL). Les cellules ont été maintenues dans une atmosphère à 5% de 

C02 à 37°c et le milieu a été changé tout les deux jours. Les cultures ont été repiquées 

toutes les semaines par trypsinisation (0.05% trypsine-0.53 mM EDTA). 

Lignée cellulaire MG63. 

Les cellules MG63 ont été achetées chez "American Type Culture Collection" 

(ATCC, Rockville, MD, USA). Les cellules ont été cultivées dans du milieu 

DMEM/Ham'S F12, sans phénol (DMEM/F12; Sigma, Oakville, Ontario, Canada) 

contenant 10% de FBS, 2 mM de L-glutamine (Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada) 

et 50 U/ml-50 J..Lg/ml de pénicilline-streptomycine (GibcoBRL). 

7.2 Mesure du transport transépithélial et de l'accumulation cellulaire du Cd 

Pour l'ensemble des expériences, les cellules MG63 et Caco-2 ont respectivement 

été ensemencées à la densité de 1500 et Il 520 cellules/cm2 sur des Pétris de 35 mm de 

diamètre (Sarsted). Le transport du Cd dans les cellules Caco-2 et MG63 en monocouche 

a été mesuré à température pièce sur des cellules de 7 et 21 jours (Caco-2) et de 7 jours 

(MG63) dans un milieu de transport chloré (Cr) ou nitraté (N03-) contenant: 137 mM de 

NaCl(NaN03) , 5.9 de mM KCl(KN03) , 2.5 de mM CaCh((CaN03) 2) , 1.2 de mM MgS0 4, 

4 mM de D-glucose et 10 de mM HEPES, ajusté à un pH de 5.5, 7.5 ou 8.5 . La 

complexation du Cd par le cr étant beaucoup plus importante qu' avec le N0 3-, 14% de 

Cd se retrouve sous forme libre (Cd2+) dans le milieu chloré, comparativement à 80% 
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dans le milieu nitré. Avant l'exposition au 109Cd, le milieu de culture a été retiré et les 

cellules en monocouche ont été rincées trois fois avec 2 ml de milieu de transport. Le 

transport a débuté par l'ajout d'1 ml de milieu de transport contenant 0.5 1-1M de 109Cd sous 

forme de CdC)z (activité spécifique 0.3 J..!Cilnmol, Eckert & Ziegler, Berlin, Germany). 

Les mesures ont été faites à trois pH (5.5, 7.5, 8.5) et avec quatre conditions différentes, 

en absence (Ctrl, 109Cd uniquement), ou en présence de 100 J..!M de Cd froid, utilisé 

comme inhibiteur compétitif, de Mn, ou de Zn. L'exposition de 3 min au 109Cd a été 

arrêtée par 3 rinçages avec 2 ml de tampon stop froid contenant 2 mM EDTA (sans Ca ni 

Mg) pour capter et enlever le traceur de la surface externe des membranes des cellules. 

Les cellules ont été lysées par ajout de 500 1-11 d'hydroxyde de sodium (NaOH) lN et des 

aliquots de 300 1-11 ont été utilisés pour déterminer la radioactivité avec un compteur 

gamma (Cobra Il, Canberra Packard Canada). Les résultats sont exprimés en pmol de 
109Cd par mg de protéine. 

7.3 Localisation par immunofluorescence 

La localisation de ZIP4 a été faite par immunofluorescence. Les cellules ont été 

ensemencées dans un lab-tek de 8 puits et maintenues en culture pendant 1 semaine 

(Caco-2 J7 et MG63) et 3 semaines (Caco-2 J21). Les cellules ont été lavées trois fois 

avec du tampon phosphate (PBS) contenant 136.8 mM de NaCI, 2.7 mM de KCI, 8.1 mM 

de Na2HP04 , 4.5 mM de KH2P04 , 0.9 mM de CaC)z, et 0.5 mM de MgC)z puis fixées 

avec du paraformaldehyde 4% pendant 10 minutes à température pièce. Après trois 

lavages au PBS, les cellules ont été incubées avec du Triton X-100 0.2% pendant 2 

minutes. Les cellules MG63 ont été marquées pendant 2 minutes au PKH67 alors que les 

cellules Caco-2 (17, J21) ont été marquées durant 5 minutes. Les cellules ont ensuite été 

incubées dans une solution de blocage de PBS contenant 5% d'albumine sérique bovine 

(BSA) pendant 1 heure à 37°C, puis incubées avec l'anticorps primaire dirigé contre ZIP4 

(1:1000, Invitrogen) pendant 1 heure à 37°C. Ensuite, les cellules Caco-2 (J7 et J21) ont 

été incubées avec l' anticorps secondaire IgG de lapin couplé au fluorochrome Alexa 568 

(lnvitrogen, 1:1000 BSA 1%). Les cellules MG63 ont été incubées avec l'anticorps 

secondaire IgG de lapin couplé au fluorochrome Rhodamine (lnvitrogen, 1:1000 BSA). 

Après trois lavages avec du PBS, les cellules ont été visualisées avec un microscope 

confocal à fluorescence. 
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7.4 Quantification des protéines 

Le contenu en protéines a été quantifié selon la méthode de Bradford (1976) avec 

le réactif BioRad (Mississauga, Ontario, Canada) en utilisant le BSA (0-100 11g) comme 

étalon. Des aliquots de 50 111 de chaque échantillon dilué ont été placés dans une 

microplaque de 96 puits et l'absorbance a été lue à 595 mn avec un spectrophotomètre 

Tecan Spectra Fluor Plus. 

7.5 Réaction en chaîne par transcriptase-inverse et la polymérase 

L' ARN total des cellules a été extrait au TRizol (Invitrogen) selon les 

instructions du manufacturier. La réaction de transcription inverse (RT) a été faite à l'aide 

du kit Omniscript RT (Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada) en présence d'hexamères. 

L'amplification par PCR a été faite à l'aide du kit PCR core Taq (Qiagen) avec les 

amorces spécifiques pour l'actine (sens 5'-AGAAAATCTGGCACCACACC-3' ; antisens 

5'- CCATCTCTTGCTCGAAGTCC-3'), ZIPl (sens CTGGGAGAAAGCTCCGGGAA­

ACC; antisens TTCCTCCAGAGGTGACGGCCC), ZIP4 (sens GCACCTGTGAGGA­

CGCTCGG; antisens AGGGCTCAGTTGGGCCCAGG), ZIP8 (sens TGTGAGGA TC­

GGCCCAAGCAC; antisens GTGGAGGGCATCGCAGAGCG), hZTLI (sens 

ACAGCCATTGCCTTCTT AGG; antisens CGTTT AGCTCCACCAACGTC). 

L'amplification s'est déroulée suivant un programme de 40 cycles avec une incubation de 

1 min à 94 °C (dénaturation), 30 s à 58 °C (appariement) et 1 min à 72 °C (élongation). 

Les produits de PCR ont été visualisés sur un gel d'agarose 2% avec une révélation au 

bromure d'étidium. Des analyses densitométriques des produits PCR ont été effectuées et 

les résultats sont exprimés relativement aux niveaux d'expression de l'actine. 

7.6 Analyses statistiques 

Les manipulations de transport ont été faites en 5 réplicas sur minimalement 3 

cultures indépendantes. Les analyses d'ARNm par RT-PCR ont été faites 1 fois par 

culture et minimalement sur 3 cultures indépendantes pour chaque lignée cellulaire. Selon 

le cas, les résultats de transport obtenus en différentes conditions expérimentales ont été 

analysés par un test t de Student ou une analyse de variance (ANOVA). Un test de 

Dunnett a permis de comparer plusieurs conditions à la condition contrôle alors qu'un test 

de Tukey-Kramer a servi pour comparer chaque conditions entre elles. La différence 

significative a été fixée à p :S 0.05. 



DEUXJEME PARTIE 

PRESENTATION DES RÉSULTATS ET DISCUSSION 
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CHAPITRE VIII 

RESULTATS ET DISCUSSION 

8.1 Profils d'expression géniques des transporteurs de Zn dans les lignées à l'étude 

Dans un premier temps, nous avons caractérisé l'expression des ZIP à l'étude 

dans les deux lignées cellulaires utilisées. La figure 8.1A est une photo de gel 

d'électrophorèse obtenue après avoir fait migrer les séquences d'ADN correspondant aux 

gènes ZIPl, ZIP4, ZIP8 et hZTLl dans les cellules MG63 amplifiées par PCR. Par la 

suite, une analyse de l'intensité des bandes a été faite par densitométrie et les valeurs ont 

été normalisées sur celle obtenue pour l'actine (gène de référence). Les résultats obtenus 

sont compilés dans la figure 8.1B. L'ADN amplifié des gènes ZIPl, ZIP4 et hZTLl 

apparait sous la forme de bandes dont la taille correspond à la taille attendue selon les 

séquences inscrites dans GenBank. En outre, les bandes confirment que les cellules 

expriment ces gènes. Celles-ci ont presque été toujours visualisées après migration sur gel 

(tableau 8.1). Seul ZIP8 n'a été visualisé que dans 60% des échantillons. La lignée MG63 

exprime donc les ZIP à l'étude. Il n'y a aucune autre étude à ce jour qui montre 

l'expression des ZIP dans la lignée cellulaire MG63 mais l'expression de ZIPl a déjà été 

montrée dans les ostéoblastes murins MC3T3 (Yamaguchi et al , 2008). Les ostéoblastes 

de souris expriment hZTLl (ZnT5) (Inoue et al., 2002). 
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Figure 8.1: Expression génique des transporteurs de Zn dans les cellules MG63 . Les 
cellules ont été cultivées pendant 1 semaine. A) Les bandes du standard de tailles 
d'amplicons ont un incrément de 100 pb. Tailles attendues : 130 pb (hZTLl), 350 pb 
(ZIP1 , ZIP4), 435 pb (Actine), 606 pb (ZIP8). B) Analyses densitométriques nonnalisées 
sur l'expression de l'actine. Les résultats sont les moyennes ± écarts types obtenues de 8 à 
12 cultures indépendantes. 
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Figure 8.2: ARNm de ZIPl, ZIP4, ZIP8 et hZTLl dans les cellules Caco-2 . Les cellules 
ont été cultivées pendant 1 semaine (J7) et 3 semaines (J21). A) Les bandes du standard 
de tailles d'amplicons ont un incrément de 100 pb. Tailles attendues : 130 pb (hZTLl ), 
350 pb (ZIPl , ZIP4), 606 pb (ZIP8), 650 pb (actine). B) Analyses densitométriques 
normalisées l'expression de l'actine. C) Niveaux d'expression obtenus au jour 21 
normalisés sur ceux du jour 7. Les résultats sont les moyennes ± écarts types obtenues de 
8 à 10 cultures indépendantes. * Différence significative (p<0.05) comparativement aux 
niveaux d'expression des autres gènes. 
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La lignée cellulaire Caco-2 exprime les ZIP étudiés quelque soit l'état de 

différenciation (figure 8.2 A,B). L'expression de plusieurs ZIP (ZIPl, ZIP4 et hZTLl) 

dans les cellules Caco-2 a été montrée par plusieurs études (Shen, Qin et Guo, 2008, 

Zemann et al., 2011). L'expression de hZTLl est aussi rapportée dans plusieurs études 

(Cragg et al., 2002; Milon et al., 2001; Valentine et al., 2007). En revanche, l'expression 

de ZIP8 n'a pas été rapportée dans les cellules Caco-2 bien que des études montrent son 

expression dans des entérocytes de truites arc-en-ciel (Kwong et Niyogi, 2012) et dans le 

duodénum de rat (Girijashanker et al., 2008). 

La figure 8.2C représente les niveaux d'expression d'ARNm obtenus dans les 

cellules différenciées normalisés relativement aux niveaux d'expression dans les cellules 

indifférenciées. L'expression de ZIPl diminue significativement lors de la différenciation 

des cellules Caco-2, tandis que l'expression de hZTLl demeure stable. Ces résultats sont 

en accord avec la littérature (Bedrine-Ferran et al. , 2004 ; Zemann et al. , 2011). 

L'expression de ZIP8 demeure stable également entre les deux stades, indifférenciés et 

différenciés. En revanche, les niveaux d' ARNm de ZIP4 augmentent significativement 

avec la différenciation entérocytaire. Notons que ZIP4 n'a pas toujours été détecté 

. (Tableau 8.1), mais que la fréquence d'expression de ZIP4 augmente aussi avec l'état de 

différenciation. On l'observe dans 60% des cultures indifférenciées et dans 80% des 

cultures différenciées. La différenciation entérocytaire augmente donc le niveau 

d'expression de ZIP4 ainsi que l'uniformité de son expression au sein des cultures de 

cellules Caco-2 connues pour n'être pas toujours homogène en terme de niveau de 

différenciation. 

Bien qu'il n'y ait pas d'études concernant la caractérisation des ZIP dans la lignée 

cellulaire MG63, de nombreux travaux démontrent l'expression de la plupart des ZIP à 

l'étude dans des espèces, des lignées cellulaires et organes variés. En effet, l'expression 

de hZTLl (ZnT5) a été montrée dans l'étude d'Inoue et al, (2002). Les souris déficientes 

pour ce gène ont une croissance affaiblie et une densité osseuse diminuée due à une 

déficience dans la maturation des ostéoblastes en ostéocytes. Près de 60% des mâles sont 

morts subitement par bradychardie. Ces résultats suggèrent un rôle important de ZnT5 

dans la maturation ostéoblastique mais aussi dans le maintien des cellules impliquées 
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dans la conduction du système cardiaque. ZnT5 a aussi été localisé dans la membrane 

plasmique des cellules K562 issues d'une leucémie érythrocytaire (Gai th er et Eide, 2001 ). 

L'expression de ZIP8 a été montrée dans de nombreux organes notamment les poumons, 

les testicules (où les niveaux de ZIP8 sont les plus abondants), les reins, le cerveau et le 

duodénum. Notamment, l'étude de He et al. (2007) montre que ZIP8 est un transporteur 

exprimé sur la surface apicale des cellules rénales MDCK, épithéliales et polarisées. Une 

étude réalisée par Milon et al. (200 1) compare, les différentes locali sations de ZIP 1 selon 

le type de cellules (adhérentes versus non-adhérentes). Par l 'expression de protéines 

chimériques telles EGFP-HZIPI et FLAG-HZPl, ils ont remarqué dans la lignée 

cellulaire COS-7 une localisation intracellulai re au-niveau du RE. Gai th er et Eide (200 1) 

ont montré une localisation de ZIPl à la membrane plasmique des cellules K562. De plus, 

ils ont localisé ZIPI au-niveau intracellulaire dans les cellules cancéreuses de la prostate 

PC3. 

En résumé, ZIPl peut être aussi bien localisé à la membrane apicale qu'au niveau 

intracellulaire. Les trois autres transporteurs (ZIP4, ZIP8 et hZTLI) sont locali sés 

majoritairement à la membrane apicale. 

MG63 Caco-7 Caco-21 

ZIPI 9/9 (100%) 1011 0 (100%) 9/ 10 (90%) 

ZIP4 8/9 (88%) 6/ 10 (60%) 8/ 10 (80%) 

ZIP8 8/12 (66%) 9/10 (90%) 10/ 10 (100%) 

hZTLI 12/ 12 (100%) 10/ 10 (100%) 10/ 10 (100%) 

Tableau 8.1: Fréquence d'observatiOn de l'expressiOn gémque des transporteurs de Zn 
dans toutes les cultures indépendantes testées. 

8.2 Transport de 109Cd 

Nous avons par la suite mesuré le transport de 109Cd dans les cellules MG63 et 

Caco-2 (J7 et J21) selon plusieurs conditions de transport afin d'avoir des indices sur les 

transporteurs de Zn possiblement impliqués. La famille des ZIP comprend 14 membres 

qui présentent quelques caractéristiques différentes . ZIP8 serait inhibé à pH 5.5 et son 
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activité serait optimale à 7.5 et 8.5 (Wang et al., 2012). L'accumulation du Cd a donc été 

mesurée à pH 5.5, 7.5 et 8.5. Enfin, puisque l'on s'intéresse aux transporteurs de Zn, on a 

voulu mesurer le pouvoir inhibiteur du Zn sur l'accumulation de Cd. La figure 8.3A 

montre une augmentation de l'accumulation de 109Cd en condition Ctrl lorsque le pH 

augmente. Il est intéressant de constater que malgré cette augmentation, la contribution 

relative de la portion non-spécifique (mesurée en présence de Cd non radioactif) demeure 

inchangée (27% du transport total est non-spécifique). En effet, la condition dite "Cd" 

correspond à l'ajout de 100 !lM de Cd froid, c'est-à-dire non-radioactif. Il est utilisé 

comme inhibiteur compétitif et sert à discriminer la portion spécifique de la portion non­

spécifique .du transport total. Le Cd est mis en excès et va saturer les transporteurs 

cellulaires responsables de l'influx. Par contre, la diffusion passive, qui n'implique pas de 

transport spécifique, n'est pas saturable. C'est cette valeur que l'on cherche à définir et 

que l'on appellera portion non-spécifique. La figure 8.3B montre les pourcentages 

d'accumulation moyens exprimés relativement à l'accumulation contrôle après analyse 

pairée. L'analyse pairée sert à faire ressortir une tendance qui pourrait ne pas être vue 

dans une analyse de moyennes brutes. Dans cette figure, il est clairement évident que le 

transport non spécifique (donc mesuré en présence de 100 !lM de Cd non radioactif) 

contribue à 25% du transport total quelque soit le pH. On peut soustraire cette 

contribution du transport non spécifique du transport total pour mieux se rendre compte 

de l'effet du Mn et du Zn sur la portion spécifique (donc possiblement inhibée) du 

transport de 109Cd. L'ajout de 100 !lM de Mn n'a pas d'effet sur l'accumulation de 109Cd 

quelque soit le pH (Figure 8.3A). Les pourcentages d'inhibition par le Zn augmentent 

avec l'élévation du pH. En effet, à pH 5.5, ils sont de 40% (pour le transport total) et de 

68% (pour le transport spécifique), alors qu'à pH 7.5 ils sont de 58% (transport total) et 

de 84% (transport spécifique) et à pH 8.5 69% du transport total mais 100% du transport 

spécifique est inhibé par le Zn. Ces résultats sont en accord avec l' analyse pairée. Il est 

possible de conclure que le Zn inhibe beaucoup l'accumulation de Cd à pH 7.5 et 8.5, ce 

qui suggère l'implication de transporteurs ZIP. 
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Figure 8.3: A) Accumulation (3 min) de 0.5 j.!M de 109Cd dans les cellules MG63 à 
pH 5.5, 7.4 et 8.5, en absence (Ctrl) ou en présence de 100 j.!M de Cd, de Mn ou de 
Zn. ** Différences significatives (p<0.05) comparativement à la condition Ctrl au 
même pH. Les lettres différentes indiquent des résultats significativement différents. 
B) Pourcentages d'accumulation exprimés relativement à la situation Ctrl 
respectivechaque pH. Les résultats sont les moyennes ± écarts type évaluées sur 3 à 6 
cultures indépendantes. 
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Dans les cellules Caco-2 indifférenciées (17), le Cd inhibe 55-65% le transport total du 
109Cd dont 55% du transport total est du transport spécifique (figure 8.4A). À pH 5.5, le 

Mn inhibe la portion spécifique du transport de 109Cd de 70% alors que l'inhibition n'est 

que de 47% à pH 7.5 et 8.5 (figure 8.4A). La figure 8.48 présente une analyse pairée où il 

apparaît clairement que le pouvoir inhibiteur du Mn sur le transport de 109Cd baisse avec 

avec l'élévation de pH. Inversement, l'inhibition pas le Zn augmente avec l'augmentation 

du pH. En effet, le Zn inhibe le transport spécifique de 109Cd de 63% à pH 5.5 et de 70% 

à pH 7.5 et 8.5 (figure 8.4A). L'inhibition croissante par le Zn avec l'augmentation du pH 

nous permet de suggérer l'implication des transporteurs de Zn puisqu'il a été montré que 

les ZIP sont inhibés à pH 5.5 et optimaux à pH 7.5 et 8.5. En revanche, il n'est pas 

possible de discriminer parmi les 14 membres de la famille des ZIP, Ie(s)quel(s) seraient 

impliqués dans le transport de Cd dans les cellules Caco-2 à l'état indifférencié. 
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Figure 8.4: A) Accumulation (3 min) de 0.5 f..!M de 109Cd dans les cellules Caco-2 (17) à 
pH 5.5, 7.4 et 8.5, en absence (Ctrl) ou en présence de lOO f..!M de Cd, de Mn ou de Zn. 
** Différences significatives (p<0.05) comparativement à la condition Ctrl. B) 
Pourcentages d'accumulation exprimés relativement à la condition Ctrl respective. ** 
Différences significatives (p<0.05) comparativement à la condition Cd. Les résultats sont 
les moyennes ± écarts type évaluées sur 3 à 4 cultures indépendantes 
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La figure 8.5 montre les résultats d'accumulation de 109Cd dans les cellules Caco-2 (J21) 

différenciées. Le transport non spécifique contribue à 8% de l'accumulation totale de 

109Cd à pH 5.5 tandis qu'à pH 7.5 et 8.5, il est de 30-40%. Les fortes valeurs 

d'accumulation de 109Cd lorsque le pH est de 5.5 nous permettent de suggérer 

l'implication de Nramp2 puisque ce transporteur de fer fonctionne de façon optimale à 

pH 5.5-6.0 (Picard et al., 2000) et des études montrent qu'il est impliqué dans 

l'accumulation de Cd. SLC11A2, appelé Nramp2 ou DMTI , est un transporteur de métal 

clivaient couplé aux protons qui transporte préférentiellement le Fe mais qui est impliqué 

dans l'accumulation de Cd à la membrane apicale des entérocytes (Bannon et al. , 2003 ; 

Elisma et Jumarie, 2001 ; He et al., 2006). À pH 5 .5, l'inhibition du transport spécifique 

par le Mn est de 34% alors qu'elle augmente à 63% avec l'élévation du pH à 7.5. Le Zn 

n'a aucun effet sur l'accumulation de Cd à pH 5.5 alors qu'on observe une inhibition du 

transport spécifique de 71% à pH 7.5 et de 50% à 8.5. La fluctuation des pourcentages 

d'inhibition en fonction du pH suggère l'implication de ZIP8 car il est inhibé à pH 5.5 

mais optimal à pH 7.5 et 8.5. Bien que ZIP4 n'ait pas de caractéristiques qui permettent 

de le discriminer des autres ZIP, son rôle dans le transport de Zn dans les entérocytes a 

clairement été démontré (Dufner-Beattie et al., 2003). Ces résultats n'excluent pas la 

participation de ZIP4 et de ZIP8 dans l'accumulation de Cd. 
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Figure 8.5: Niveaux d'accumulation (3 min) de 0.5 1-1M de 109Cd dans les cellules 
Caco-2 (J21) à pH 5.5, 7.4 et 8.5, en absence (Ctrl) ou en présence de 100 1-1M de Cd, 
de Mn ou de Zn. **Différences significatives (Pb<0.05) comparativement à la 
condition Ctrl. Les résultats aux lettres différentes sont significativement différents 
les uns des autres. Les résultats sont les moyennes ± écarts type évaluées sur 3 à 4 
cultures indépendantes. 

Comme le transporteur de ZIP8 serait un symport de Mn2+/(HC03-) 2 ou de 

Zn2+/(HC03-)2 (Fujishiro et al., 2009), nous avons donc étudié l'effet inhibiteur du Mn et 

du Zn sur le transport de 109Cd en présence et en absence de HC03-. L'accumulation de 
109Cd en condition Ctrl tend à augmenter lorsque 20 mM de HC03- sont ajoutés au milieu 

d'incubation (figure 8.6A). Il est aussi intéressant de noter que le transport non spécifique 

augmente également ainsi que sa contribution (25% en absence de HC03-, 51% en 

présence de HC03} Comme vu précédemment à la figure 8.3, le Mn à pH 7.4 n'inhibe 

pas l'entrée du 109Cd dans la cellule. Par contre, les résultats obtenus suggèrent que l'ajout 

de HCOi augmente le pouvoir inhibiteur du Mn. Les pourcentages d'inhibition passent 

de 18% du transport total et 44% du transport spécifique sans HCO;, à 57% du transport 

total et 100% du transport spécifique en présence de HCOi (figure 8.6B). L'ajout de 

HC03 augmente l'inhibition par le Zn d'un facteur de 1.38, ce qui amène le pourcentage 

d'inhibition du transport par le Zn de 72% à 100% du transport spécifique. L'analyse 

pairée confirme cet effet du HC03 sur l'inhibition par le Mn et le Zn (figure 8.6B). 
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En comparaison avec la littérature, l'étude d'He et al, (2006) montre que 

l'accumulation de Cd ou de Mn est stimulée dans un milieu riche en HC03-. Pour cette 

raison, il a été suggéré que la fonction de ZIP8 est d'être un symporteur Mn2+/(HC03-)2· 

Le Cd serait capable de détourner ce symport à son avantage et ainsi rentrer dans la 

cellule en utilisant le gradient de HC03-. Les résultats obtenus avec l'ajout de HC03- sont 

en accord avec l'idée que ZIP8 puisse contribuer au transport de Cd dans les cellules 

MG63. 
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Figure 8.6: A) Accumulation (3 min) de 0.5 J.!M de 109Cd dans les cellules MG63 à pH 
7.4 en absence ( Ctrl), en présence de 1 00 J.!M de Cd, de Mn ou de Zn avec ou sans 20 
mM de HC03-. ** Différences significatives (p<0.05) comparativement à la condition 
Ctrl. Les lettres différentes indiquent des résultats significativement différents B) 
Pourcentages d'accumulation exprimés relativement à la situation Ctrl respective. Les 
résultats sont les moyennes± écarts type évaluées sur 2 à 6 cultures indépendantes 

Pour les autres ZIP étudiés (ZIPl, 4 et hZTLl), il n'y a pas de caractéristique 

spécifique qui permet de les discriminer. Il a été montré que ZIPl, suivant le type de 

cellule, peut avoir des localisations différentes (membrane plasmique, cytoplasme ou 

RE). Il serait peut-être impliqué dans le transport de Cd. Pour ce qui est de ZIP4, il est à 

ce jour décrit comme le transporteur principal de Zn des entérocytes. Localisé à la 

membrane apicale, son rôle est de transporter le Zn issu de la diète jusque dans la cellule 
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afm d'assurer l'homéostasie du Zn. Son importance a été prouvée chez des patients 

présentant une mutation dans le gène ZIP4 menant à une déficience majeure dans 

l'absorption du Zn (Ford, 2004). 

L'impact de la spéciation sur le transport de métaux par les ZIP n'a jamais été étudié. 

La plupart des travaux sont menés avec des milieux contenant du chlorure alors qu'il 

semble acquis que les ZIP transportent des formes cationiques. Or le chlorure diminue 

grandement la présence d'ions libres pour certains métaux, dont le Cd. En effet, comme 

montré dans l'étude de Elisma et Jumarie (Elisma et Jumarie, 2001 ), les calculs faits avec 

le logiciel MINEQL + ont révélé qu'en conditions chlorées (Ch), seulement 14% du métal 

total dissous est sous la forme Cd2+. En revanche, la complexation du Cd avec le NO; est 

négligeable comparée à celle avec le chlorure et la proportion d'ion Cd2+ augmente à 80% 

lorsque le cr est remplacé par le N03. (Tableau 8.2). La spéciation du Mn et du Zn ne 

change pas selon que l'on soit en chlorure ou en nitrate, contrairement à celle du Cd. 

Nous avons donc comparé les niveaux d'accumulation de 109Cd selon la 

spéciation du Cd en milieu chloré ou nitraté (figure 8.7A). Il est intéressant de remarquer 

que l'accumulation totale (Ctrl) augmente significativement en milieu nitrate 

comparativement au milieu chlore. L'inhibition par le Cd froid est comparable entre les 

deux conditions de spéciation et quelque soit le jour de différenciation des cellules (50-

55% du transport spécifique). L'ajout de Mn dans les cellules Caco-2 (17) en milieu 

chloré inhibe l'accumulation totale de 109Cd de 26% et le transport spécifique de 47%. En 

milieu nitraté, l'inhibition augmente à 29% du transport total et 57% du transport 

spécifique. Pour les cellules différenciées, on observe à la figure 8.7B une augmentation 

de l'inhibition par le Mn en milieu nitraté bien que la différence ne soit pas significative 

(de 50% à 63% du transport spécifique). L'inhibition par le Zn en milieu nitraté est plus 

faible qu'en milieu chloré. Ces résultats sont les mêmes quelque soit le jour de 

différenciation. Nous n'avons donc pas pu observer clairement un effet de la spéciation du 

Cd sur la compétition par le Zn et le Mn. 
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Figure 8.7: A) Niveaux d'accumulation (3 min) de 0.5 J..LM de 109Cd dans les cellules 
Caco-2 (J7, J21) dans un milieu chloré ou nitraté, en absence (Ctrl) ou en présence de 100 
!JM de Cd, de Mn ou de Zn. **Différences significatives (p<0.05) comparativement à la 
condition Ctrl. B) Pourcentages d' accumulation exprimés relativement à la situation Ctrl 
respective. Les résultats sont les moyennes ± écarts type évaluées sur 2 à 4 cultures 
indépendantes. 



Medium 

Chlorlde 

Nitrate 

Species 

CdCI' 
CdCiz 
Cd2~ 

CdCI; 
Cdh 

pH 7.5 

CdNO; 
CdHCO; 
CdSO, 

%Total 

61.3 
20.7 
14 

1.9 
BOA 
11.7 

5.3 
L7 

Specles 

CdCI ' 
CdC12 
Cdz-. 

pH 5.5 

Cd Cl; 
Cd2

"' 

CdNO; 
CdHCO; 
CdS04 

%Total 

62.4 
2L2 
14.3 

1.9 
85.2 
12.4 

1.8 

Tableau 8.2: Spéciation du Cd dans le milieu de transport selon le pH (Eiisma et 
Jumarie, 2001 ). 
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8.3 Localisation cellulaire de ZIP4 

Étant donné que les niveaux d ' ARNm de ZIP4 augmentent avec 1 'état de 

différenciation, on a cherché à vérifier au niveau de la protéine, si ces résultats se 

confi rment. Dans la littérature, il a été montré que ZIP4 est loca li sé à la membrane 

apicale des entérocytes et des cellules Caco-2. En revanche, il n 'y a pas d 'étude qui ont 

été faites sur la lignée des cellules MG63 . Il est donc question dans cette dernière partie 

d 'étudier la localisation de ZIP4 dans les deux lignées cellulaires et se lon la 

di fférenciation entérocytaire. 

A 

B 

Figure 8.8: Détection de ZIP4 par immuofluorescence dans des cellules Caco-2 (J7 et 
J21 ). Les cellules Caco-2 A (J7) et B (J2 1) ont été fixées avec du para formaldéhyde 4% 
puis perméabilisées au Triton 0.2%. Les membranes ont été marquées par du PKH67 
(vert). Pour détecter ZIP4, les cellules ont été incubées avec un anticorps primaire (anti ­
ZIP4) puis un anticorps secondaire couplé au fluorochrome Alexa 568 (rouge). Les 
cellules ont été analysées par un microscope à fluorescence confocal. Les images 
superposées de ZIP4 et du PKH67 révèlent les zones de colocalisation. 

1 
1 
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Dans la figure 8.8, on observe que ZIP4 est majoritairement exprimé à la 

membrane des cellules Caco-2 (17) indifférenciées. En effet, les zones orangées sont le 

résultat de la superposition de la fluorescence verte (membrane) avec la fluorescence 

rouge (ZIP4). Il est possible de voir que ZIP4 est exprimé à la membrane cellulaire mais 

aussi au niveau intracellulaire dans le cas des cellules Caco-2 (J21) différenciées. Comme 

vu précédemment, ZIP4 est le transporteur de Zn principal des entérocytes. Son rôle est 

de transporter le Zn extracellulaire issu de la diète vers le milieu intracellulaire. 

Les cellules ont été cultivées dans du milieu de culture DMEM contenant 15% de 

FBS. Ce dernier contient tous les nutriments essentiels à la croissance des cellules, 

notamment du Zn. Les cellules sont donc exposées à des concentrations en Zn adéquates. 

Nos résultats d' ARNm montrent que ZIP4 est plus exprimé dans les cellules J21 que dans 

les cellules 17, c.a.d que son expression augmente avec la différenciation entérocytaire . 

Les niveaux d' ARNm augmentant au jour 21, si la transcription est complète, ZIP4 est 

abondant et une partie de ces protéines serait envoyée à la membrane, tandis qu'une autre 

partie resterait dans les compartiments intracellulaires sous forme de réserve. En 

revanche, ZIP4 serait dégradé en présence de hauts niveaux de Zn ( 1 0-20 !lM) 

comparativement à ceux nécessaire pour l'endocytose (1 11M). Les niveaux de Zn 

apportés par l'ajout de FBS dans le milieu de culture sont d'environ 2.5 11M. Cette 

concentration permettrait l'endocytose de ZIP4 plutôt que sa dégradation. 
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Figure 8.9: Détection de ZIP4 par immuofluorescence dans des cellules MG63. Les 
cellules MG63 ont été fixées avec du parafonnaldéhyde 4% puis perméabilisées au Triton 
0.2%. Les membranes ont été marquées par du PKH67 (vert). Pour détecter ZIP4, les 
cellules ont été incubées avec un anticorps primaire (anti-ZIP4) puis un anticorps 
secondaire couplé au fluorochrome Rhodamine (rouge). Les cellules ont été analysées par 
un microscope à fluorescence confocal. Les images superposées de ZJP4 et du PKH67 
révèlent les zones de colocalisation. 

Les cellules MG63 expriment ZIP4 au niveau intracellulaire (figure 8.9). Cette 

localisation diffère de celle observée dans les cellules Caco-2. Il est possible de suggérer 

un rôle différent de ZIP4. Sa localisation intracellulaire lui pe1mettrait d'augmenter la 

concentration de Zn cytoplasmique en favorisant le relargage du Zn hors des 

compartiments intracellulaires vers le cytoplasme (Matsuura et al., 2009 ; Shen, Qin et 

Guo, 2008). 
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Figure 8.10: Détection de ZIP4 par immuofluorescence dans des cellules COS-7. Les 
cellules COS-7 ont été fixées avec du paraforrnaldéhyde 4% puis perméabilisées au 
Triton 0.2%. Les membranes ont été marquées par du PKH67 (vert). A) Pour détecter 
ZIP4, les cellules ont été incubées avec un anticorps primaire (anti-ZIP4) puis un 
anticorps secondaire couplé au fluorochrome Rhodamine (rouge). B) Pour vérifier la 
spécificité de 1 'anticorps secondaire, les cellules ont été marquées uniquement avec de la 
Rhodamine (rouge), en l'absence de l'anticorps ZIP4. Les cellules ont été analysées par 
un microscope à fluorescence confocal. Les images superposées de ZIP4 et du PKH67 
révèlent les zones de colocalisation. 

Les cellules COS-7 sont des fibroblastes rénaux d'origine simiesque 

Cercopithecus aethiops et sont utilisés dans ce projet comme contrôle négatif pour 
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confirmer la spécificité de l'anticorps ZIP4. Dans la figure 8.10A, on observe une 

fluorescence faible rouge uniquement au-niveau du noyau. La figure 8.1 OB confirme la 

spécificité de l'anticorps secondaire (Rhodamine) puisque en absence de ZIP4 contre 

lequel il est dirigé, il n'y a aucune fluorescence rouge détectable. La fluorescence rouge 

observée dans la figure 8.10A serait due à un manque de spécificité de l'anticorps 

primaire ZIP4. En revanche, ces résultats ne remettent pas en question nos résultats dans 

les cellules Caco-2 et MG63 puisque le marquage est uniquement nucléaire et ceci n'a 

pas été observé dans les autres lignées auparavant. Dans les cellules COS-7, l'anticorps 

dirigé contre ZIP4 reconnaitrait un épitope localisé dans le noyau non apparenté à ZIP4. 



CONCLUSION 

Le Cd est un métal lourd, cancérigène pour l'homme. La population est exposée 

au Cd par la nourriture contaminée (Mason, 1990). Le Cd est absorbé majoritairement 

dans l'organisme par l'épithélium intestinal, ce qui fait de ce dernier un organe cible du 

Cd. De plus, après la découverte de la maladie d'Itai-Itai , qui se traduit par de 

l' ostéomalacie et une néphrotoxicité aigue, les reins et le tissu osseux ont été identifiés 

comme étant des organes cibles primaires du Cd (Suzuki et al., 2004). C'est dans ce 

contexte que nous avons utilisé une lignée cellulaire humaine entérocytaire Caco-2 et une 

lignée cellulaire humaine ostéoblastique MG63. Le but principal de ce projet a été de 

mieux cerner l'implication des transporteurs de Zn (ZIP) dans l'accumulation du Cd. 

Dans un premier temps, nous avons pu montrer que les deux modèles cellulaires 

utilisés, Caco-2 et MG63 expriment les ZIP à l'étude (ZIPl, ZIP4, ZIP8 et hZTLl). De 

plus, dans les cellules Caco-2, on observe une diminution de l'expression de ZIPl et une 

augmentation de l'expression de ZIP4 lors de la différenciation entérocytaire. Les 

mesures de transport de 109Cd à trois pH (5.5, 7.5 et 8.5) en présence de Mn, de Zn ou de 

HC03- ont permis de mieux discerner certains ZIP selon leurs propriétés fonctionnelles. 

En effet, il a été montré dans plusieurs études que ZTP8 serait un symporteur de Zn2+/ 

(HC03-)2 ou Mn2+/(HC03-) 2 (He et al. , 2006). Nos résultats montrent que l'accumulation 

de Cd est inhibé par le Zn et le Mn et ce plus fortement en présence de HC0 3- ce qui est 

en accord avec l'idée d'un symporteur Zn2+/(HC03-) 2 ou Mn2+/(HC03-)2 qui transporterait 

le Cd dans les cellules MG63. Dans les cellules Caco-2, les résultats n'ont pas été 

concluants. Bien que l'ajout de HC03- stimule l'inhibition par le Mn, il n'augmente pas 

l'accumulation du 109Cd en condition Ctrl. On constate qu'à pH 5.5 dans les cellules 

Caco-2 (J 21), il y a une perte totale de l'inhibition par le Zn et le Mn, tandis qu'à pH 7.5 

et 8.5, l'inhibition est forte. Ces résultats sont en accord avec la littérature puisqu'il a été 

montré que ZIP4 et ZIP8 sont inhibés à pH 5.5 mais optimaux à pH 7.5 et 8.5 (He et al., 

2006). Par ailleurs, il est possible de remarquer une inhibition par le Zn à pH 5.5 dans les 

cellules MG63 et Caco-2 (J7). Cette inhibition pourrait s' expliquer par le fait que les ZIP 

peuvent être partiellement fonctionnels à ce pH malgré que leur activité soit optimale à 

7.5 et 8.5. Il serait possible aussi de suspecter l' implication de NRAMP2 qui est un 

transporteur de fer optimal à pH acide (Elisma et Jumarie, 2001 ; Picard et al., 2000). Il a 

été montré dans plusieurs études qu' il pouvait transporter le Cd2+. Bien que son 
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expression n'ait pas été démontrée dans les cellules MG63, elle l'a été dans les cellules 

Caco-2 (Elisma et Jumarie, 2001). 

Pour la suite du projet, il aurait été possible de faire de l'immunolocalisation pour 

ZIP8, ZIPl et hZTLl. Il serait intéressant de diminuer l'expression de ZIP4 et de ZIP8 par 

siRNA et de mesurer l'impact sur le transport de 109Cd. Ainsi , on pourrait confirmer et 

préciser la réelle implication de ZIP4 et de ZIP8 dans l'accumulation de Cd. 

Donc ce projet a permis de mieux caractériser la lignée cellulaire Caco-2 et 

MG63 dans l'expression de quelques membres de la famille des ZIP, et de suggérer 

l'implication de ZIP4 et de ZIP8 dans l'accumulation de Cd. 
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